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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Zur Behandlung des fortgeschrittenen invasiven Urothelkarzinoms (UC) wird die
Cisplatin-basierte =~ Chemotherapie eingesetzt, obwohl Resistenzen gegen das
Chemotherapeutikum die Therapieeffizienz hdufig wesentlich beeinflussen. Die molekularen
Mechanismen der Cisplatin-Resistenz sind multifaktoriell, so dass neue multikausale
Kombinationsbehandlungen bendétigt werden, um diese zu liberwinden. Ziel dieser Arbeit war
daher die Untersuchung Cisplatin-sensitiver UC-Zelllinien sowie ihrer Cisplatin-resistenten
Sublinien (LTTs) auf das Ansprechen gegeniiber neuer Kombinationstherapien. Als
Kombinationspartner dienten zum einen epigenetische Inhibitoren, insbesondere der
Bromodomanen-Proteine (BETi; PLX51107), die Histonacetylierungen erkennen und iiber
ihre Funktion bei der Transkriptionsregulation genomweite Wirkungen entfalten. Zum
anderen wurden PARP-Inhibitoren (PARPi; Olaparib und Talazoparib) als Inhibitoren der
DNA-Reparatur, speziell des Reparaturwegs der nicht homologen Endverkntipfung (NHE]), als
Kombinationspartner untersucht. Durch PARPi werden Zellen stark abhdngig von der
homologen Rekombinationsreparatur (HR) fiir die Korrektur von DNA-Strangbriichen. Ist die
HR auch defizient, wie z.B. bei BRCA-mutierten Ovarialkarzinomen (BRCAness), zu dessen
Therapie PARPi zugelassen sind, entsteht synthetische Letalitit. In meist BRCA-wildtypischen
UC-Zellen (UCCs) kann ein BRCAness-Phanotyp kiinstlich durch epigenetische Inhibitoren der
Histonacetylierung wie z.B. PLX51107 induziert werden. Zudem wirken solche Substanzen
DNA-schidigend. Hieraus ergab sich die Rationale in dieser Arbeit die Kombination von
BET- und PARP-Inhibitoren auf synergistische Effekte mit Hilfe der Chou-Talalay Methode zu
untersuchen. Beide PARPi wirkten mit dem BETi synergistisch in UCCs und LTTs. Durch die
synergistische Wirkung waren Dosisreduktionen moglich, die besser toleriert wurden von
benignen HBLAK-Zellen. Da Olaparib bereits seit mehreren Jahren fiir andere Tumorentitaten
klinisch zugelassen ist, wurde die zelluldre und molekulare Wirkung dieser Kombination
genauer untersucht. Mittels Durchflusszytometrie wurde ein Zellzyklusarrest festgestellt,
auch das klonogene Wachstum tUber zwei Wochen war stark reduziert. Die
durchflusszytometrisch nachgewiesene Apoptose-Induktion konnte {iber PARP-Spaltung iliber
Western Blot Analyse verifiziert werden. Auch Genexpressionsverinderungen von
Komponenten der DNA-Reparatur wurden mittels quantitativer RT-PCR bestitigt. Uber in
silico-Analysen von Transkriptomdaten wurden Kandidaten identifiziert, die fiir das
Ansprechen auf die Inhibitoren relevant sein kdnnten. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
dass die Kombination aus einem PARPi und einem BETi eine vielversprechende
therapeutische Option fiir Patienten mit einem fortgeschrittenen invasiven UC sein kann, auch
als Zweitlinientherapie nach erfolgter Chemotherapie. Die klinische Anwendbarkeit von

PARPi kénnte somit auch auf Urothelkarzinome ohne HR-Defizienz ausgedehnt werden.
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Summary

Cisplatin-based chemotherapy is used for the treatment of advanced invasive urothelial
carcinoma (UC), although chemoresistance often has a significant impact on treatment
efficacy. The molecular mechanisms of cisplatin resistance are multifactorial, so that new
multicausal combination treatments are needed to overcome them. The aim of this work was
therefore to investigate cisplatin-sensitive UC cell lines and their cisplatin-resistant sublines
(LTTs) for their response to new combination therapies. Epigenetic inhibitors, in particular of
the bromodomain proteins (BETi; PLX51107), which recognize histone acetylation and exert
genome-wide effects via their function in transcription regulation, served as combination
partners. On the other hand, PARP inhibitors (PARPi; olaparib and talazoparib) were
investigated as inhibitors of DNA repair, especially of the non homologous end joining repair
pathway (NHE]), as combination partners. By PARPi cells become highly dependent on
homologous recombination repair (HR) for the correction of DNA strand breaks. If the HR is
also deficient, e.g. in BRCA-mutated ovarian carcinomas (BRCAness), for whose therapy PARPi
are approved, synthetic lethality occurs. In mostly BRCA-wildtype UC cells (UCCs), a BRCAness
phenotype can be artificially induced by epigenetic inhibitors of histone acetylation such as
PLX51107. In addition, such substances have a DNA damaging effect. This led to the rationale
in this study to investigate the combination of BET and PARP inhibitors for synergistic effects
using the Chou-Talalay method. Both PARPi acted synergistically with the BETi in UCCs and
LTTs. The synergistic effect enabled dose reductions that were better tolerated by benign
HBLAK cells. Since olaparib is already clinically approved for other tumour entities for many
years, the cellular and molecular effects of this combination were investigated in more detail.
Flow cytometry revealed cell cycle arrest and clonogenic growth over two weeks was also
strongly reduced. Apoptosis induction detected by flow cytometry was verified by PARP
cleavage using Western blot analysis. Gene expression changes of DNA repair components
were confirmed by quantitative RT-PCR. In silico analyses of transcriptome data were used to
identify candidates that could be relevant for the response to the inhibitors. The results of this
study show that the combination of a PARPi and a BETi can be a promising therapeutic option
for patients with advanced invasive UC, also as second-line therapy after chemotherapy. The
clinical applicability of PARPi could thus also be extended to urothelial carcinomas without

HR deficiency.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Urothelkarzinom

Die Harnblase ist ein im kleinen Becken gelegenes Hohlorgan und Teil der ableitenden
Harnwege. Gemeinsam mit dem Nierenbecken, dem Harnleiter und der an die Harnblase
anschlieffenden Harnrohre erfolgt der Transport des Urins von der Niere bis zur dufieren
Offnung des Harntraktes. Die Harnblase speichert im Regelfall bis zu 500 ml Urin (bei
Blasenentleerungsstorung deutlich grofiere Volumina mdéglich) und kann mithilfe komplexer
Muskelstrukturen und neuronaler Regelkreise kontrolliert Urin abgeben. Um sich diesen
standigen Volumendnderungen adidquat anpassen zu konnen, ist die Harnblase mit einem
mehrschichtigen Ubergangsepithel, dem so genannten Urothel, ausgekleidet. Abhingig vom
Filllungszustand der Harnblase kommt es zu einer Verdnderung der Zellform sowie der
Anzahl der Zelllagen im Epithel. Des Weiteren hat das Urothel auch eine Barriere-Funktion,
so dass ein Stoffaustausch zwischen Urin und interstitieller Fliissigkeit verhindert wird

(Aumiiller et al., 2010).

In etwa 94% der Falle ist bei der Diagnose eines Harnblasenkarzinoms histologisch der
Subtyp des Urothelkarzinoms (UC) nachweisbar. Nur sehr selten sind andere Subtypen wie
das Plattenepithelkarzinom und das Adenokarzinom festzustellen (Kraywinkel et al., 2018).
Eine Ausnahme stellt in den nordafrikanischen Lindern die erhohte Inzidenz des
Bilharziose-assoziierten Plattenepithelkarzinoms der Harnblase dar (Hautmann and Huland,
2006). Weltweit liegt das Harnblasenkarzinom auf Platz 10 der haufigsten Tumoren. Im Jahre
2020 erkrankten weltweit 573.278 Menschen neu an einem Harnblasenkarzinom. Dabei sind
rund drei Viertel der betroffenen Personen Méanner (Sung et al, 2021). Das
Erkrankungsrisiko steigt mit zunehmendem Alter, so dass das durchschnittliche
Erkrankungsalter bei Mannern bei 74 Jahren, bei Frauen bei 77 Jahren liegt (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2021a). Bei etwa einem Viertel der Patienten wird ein muskel-invasiv
wachsendes Blasenkarzinom diagnostiziert (Sanli, et al., 2017). Wahrend Manner insgesamt
deutlich haufiger betroffen sind als Frauen, so ist bei den Frauen der Anteil muskelinvasiver

Karzinome mit 32% deutlich héher als bei den Mannern mit 24% (Kraywinkel et al.,, 2018).

Hauptrisikofaktor ist neben der Alters- und der Geschlechtskomponente der Nikotinabusus.
Aber auch berufliche Expositionen mit Toxinen, wie aromatischen Aminen oder
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen, koénnen die Entstehung eines
Harnblasenkarzinoms beglinstigen. Dariiber hinaus stellt auch die Einnahme bestimmter
Medikamente wie Cyclophosphamid (Zytostatikum) oder Pioglitazon (Antidiabetikum) einen

Risikofaktor dar (Robert Koch-Institut, 2021). Unabhéngig von diesen externen Faktoren
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haben Studien zeigen konnen, dass es offenbar auch eine familidr bedingte Neigung fiir das

Urothelkarzinom gibt (Martin, et al.,, 2017).

Das Leitsymptom des Harnblasenkarzinom ist die schmerzlose Makrohdmaturie, welche bei
68% bis 97,5% der betroffenen Patienten auftritt. Aber auch irritative Symptome wie
haufiger Harndrang mit nur geringen Entleerungsmengen (Pollakisurie) oder eine
erschwerte, auch teilweise schmerzhafte Harnentleerung (Dysurie) sind bereits im
Frithstadium der Erkrankung anzutreffen. Rezidivierende Infekte der Harnblase stellen
ebenfalls ein Frithsymptom dar und sollte vor allem bei Mdnnern an ein Harnblasenkarzinom
denken lassen. Schreitet die Erkrankung weiter fort so kommt es bei vielen Patienten zu
unspezifischen Flankenschmerzen und Knochenschmerzen bei ossiren Tumormetastasen,
sowie zur Tumor-typischen B-Symptomatik mit hohem Fieber, ungewolltem Gewichtsverlust

und nachtlichem Schwitzen (Deutsche Krebsgesellschaft, 2020).

Diagnostisch steht bei einem klinischen Verdacht zunachst die Sonographie im Vordergrund.
Goldstandard in der Primardiagnostik stellt aber die Urethrozystoskopie dar, bei der eine
Biopsie mit anschlieffender histologischer Klassifikation erfolgen sollte (Deutsche

Krebsgesellschaft, 2020).

1.2 Aktuelle Therapieoptionen des Urothelkarzinoms

Die von der Union for International Cancer Control (UICC) festgelegte klinische
Stadieneinteilung des Harnblasenkarzinoms beruht auf der histopathologischen
TNM-Klassifikation. In diese Klassifikation fliefden die Tumorinfiltration (T), der Befall von
Lymphknoten (N = engl. nodes) und die Metastasierung (M) ein. Auf diese Weise wird
zwischen nicht-invasiven papilliren Tumoren (Ta), dem nicht-invasiven Carcinoma in situ
(Tis) und invasiv wachsenden Tumoren (T1 - T4) mit oder ohne Lymphknotenbefall (N1 - N3
je nach Grofde) und/oder Fernmetastasen (M1) unterschieden. Ein Stadium = T2 beschreibt
ein muskelinvasives Tumorwachstum. Dariiber hinaus erfolgt bei den invasiv wachsenden
Tumoren das so genannte Grading des Tumors. Diese dreistufige Unterteilung (G1 - G3) gibt
Informationen iiber den histologischen Differenzierungsgrad des Gewebes, so dass
Riickschliisse auf die Malignitit des Tumors und somit die Prognose fiir den Patienten
gezogen werden konnen (Deutsche Krebsgesellschaft, 2020). In 25% der Fille liegt bei

Erstdiagnose bereits ein muskelinvasives Harnblasenkarzinom vor (Wit et al., 2020).

Ausgehend von der Stadieneinteilung, sowie des Gradings des Tumors werden die in der
jeweils aktuellen Leitlinie der Deutschen Krebsgesellschaft dargestellten therapeutischen
Mafdinahmen empfohlen. Bei nicht-muskelinvasiv wachsenden Tumoren wird laut aktueller
Leitlinie (2020) die organerhaltende transurethrale Resektion (TUR) empfohlen. Je nach

Risikoprofil kann im Anschluss eine intravesikale Instillationstherapie notwendig werden.
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Patienten, bei denen bereits ein muskelinvasives Harnblasenkarzinom vorliegt, erhalten eine
multimodale Therapie. Besteht kein klinischer Hinweis einer Metastasierung stellt die
radikale Zystektomie mit Harnableitung und bilateraler pelviner Lymphadenektomie die
aktuell empfohlene Standardtherapie mit kurativer Intention dar. Eine alternative Option
stellt bei diesen Patienten die trimodale Therapie (TUR und Radiochemotherapie) dar
(Deutsche Krebsgesellschaft, 2020). Dennoch bleibt die Prognose beim muskelinvasiv
wachsenden Harnblasenkarzinom bis heute schlecht, da ungefdhr die Halfte aller Patienten
innerhalb von zwei Jahren nach Diagnosestellung Fernmetastasen entwickelt (Yin et al,,
2016). Durch eine zusidtzliche neoadjuvante oder adjuvante Chemotherapie kann die
Prognose des lokalisierten muskelinvasiven Harnblasenkarzinoms verbessert werden.
Zahlreiche klinische Studien haben einen signifikanten Uberlebensvorteil bei Patienten mit
zusatzlicher chemotherapeutischer Behandlung im Gegensatz zur Zystektomie allein zeigen
konnen (Yin et al, 2016). So kann die Kombination aus Operation und perioperativer
Cisplatin-basierter Chemotherapie das Gesamtiiberleben nach zehn Jahren um 5-10%
verbessern  (Mahlknecht et al, 2014). Zusdtzlich werden seit kurzem
Immuncheckpoint-Inhibitoren in der multimodalen, perioperativen Systemtherapie des
muskelinvasiven UCs eingesetzt (Bajorin et al., 2021, Apolo et al,, 2024). Sowohl perioperativ
beim fortgeschrittenen UC als auch palliativ im Falle einer bereits vorliegenden
Metastasierung besteht die Standart-Erstlinientherapie aus einer Cisplatin-basierten
Kombination aus Gemcitabin und Cisplatin (GC-Schema) oder alternativ der
Viererkombination aus Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin und Cisplatin (MVAC-Schema).
Durch dieses Therapieregime kann ein medianes Gesamtiiberleben von 12-16 Monaten
erzielt werden. Bereits nach 7 bis 9 Monaten kommt es im Anschluss an die erstmalige
Therapie mit der Cisplatin-basierten Chemotherapie im Regelfall zu einem
Krankheitsprogress, so dass weitere therapeutische Mafinahmen notwendig sind. Lediglich
bei weniger als 20% kommt es zu einer dauerhaften Krankheitsremission (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2020). Bei Patienten, die fiir eine Cisplatin-basierte Therapie nicht
geeignet sind, werden alternativ Carboplatin-basierte Kombinationen eingesetzt. Diese sind
in aller Regel jedoch weniger wirksam als die zuvor genannten Therapien. Ganz aktuell
zeichnet sich ein Paradigmenwechsel in der Erstlinientherapie des metastasierten UCs ab.
Vor kurzem wurden vielversprechende Ergebnisse flir eine Kombinationstherapie mit
Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten (antibody-drug-conjugates = ADCs) und
Immuncheckpointinhibitoren (ICIs) veroffentlicht. In einer Phase-IlI-Studie mit
therapienaiven metastasierten und/oder inoperablen UC-Patienten filihrte die
Kombinationstherapie mit dem ADC Enfortumab-Vedotin (EV) und dem ICI Pembrolizumab
zu einer signifikanten und erheblichen Verbesserung sowohl der Ansprechrate, des

progressionsfreien Uberlebens (Hazard Ratio 0,45) als auch des Gesamtiiberlebens

3



Einleitung

(Hazard Ratio 0,47) im Vergleich zu einer platinbasierten Standardchemotherapie (Powles et
al, 2024). Platin-basierte Kombinationstherapien werden zukiinftig dennoch einen hohen
Stellenwert haben. Zum einen ist die Behandlung mit Enfortumab-Vedotin und
Pembrolizumab ungleich teurer, zum anderen ist zum aktuellen Zeitpunkt nach einer solchen

neuen Erstlinientherapie der Einsatz Platin-basierter Kombinationen weiterhin der Standard.

Auch wenn die Behandlung mit Cisplatin-basierten Therapiekonzepten bei der Behandlung
des UCs in der Regel zunichst erfolgreich ist, so entwickeln fast alle Patienten im Verlauf
ihrer Behandlung eine Resistenz gegen das Chemotherapeutikum Cisplatin (Niegisch et al.,
2018). Dartiber hinaus hat der stark zytotoxische Effekt von Cisplatin viele Nebenwirkungen
zur Folge. Vor allem die starke Nephrotoxizitit bedingt bei vielen Patienten eine Limitierung
der Therapie oder fiihrt bei einer bereits vorliegenden eingeschrankten Nierenfunktion der
Patienten zum Ausschluss der therapeutischen Option (Cvitkovic et al., 1977). Dennoch ist die
Resistenzentwicklung gegen das Chemotherapeutikum in den meisten Fallen der
Hauptfaktor, der zu einer Limitierung der Behandlung fiihrt, wodurch es zu einem
unaufhaltsamen Tumorprogress kommt (von der Maase et al., 2005). Aus diesem Grund sind
neue therapeutische Optionen fiir Patienten mit Cisplatin-resistenten UCs dringend

erforderlich und wurden im Zuge dieser Arbeit untersucht.

1.3 Wirkungsweise von Cisplatin und Mechanismen der Resistenzentwicklung

Bei Cisplatin, genauer cis-Diammindichlorplatin(II), handelt es sich um eine anorganische
Schwermetallkomplexverbindung, welche ein Platinatom im Zentrum enthilt. Dieser
Komplex bindet an die DNA-Basen innerhalb der menschlichen Koérperzellen, wodurch es zu
Vernetzungen innerhalb der DNA-Strange und zwischen benachbarten DNA-Strangen kommt.
Dies fiihrt zur Hemmung der DNA-Replikation und -Transkription. Dariiber hinaus fiihrt
Cisplatin auch zur Hemmung der DNA-Reparaturmechanismen, so dass ein Zellzyklusarrest
und der programmierte Zelltod (Apoptose) herbeigefithrt werden (Sorenson et al., 1990,
Eastman, 1999).

Bereits seit der Zulassung von Cisplatin in den 70er Jahren hat sich das Chemotherapeutikum
in der Praxis bei einer Vielzahl von Tumoren als sehr effektives therapeutisches Mittel
gezeigt, darunter Ovarial- und Cervixkarzinome, Hoden-, Blasen- und Lungentumore sowie
Neoplasien des Kopf- und Halsbereiches (Rocha et al., 2018, Galluzzi et al, 2012). Die
Resistenzentwicklung gegen Cisplatin stellt bei der Tumorbehandlung allerdings ein
weitreichendes Problem dar und limitiert die Heilungschancen der Patienten. Zahlreiche
Studien haben sich in der Vergangenheit mit der Erforschung der zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen der Resistenzentwicklung gegen Cisplatin beschaftigt und

konnten eine Vielzahl zelluldrer Veranderungen innerhalb der Zelle identifizieren, die dazu
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fiihren, dass immer hohere Dosierungen des Chemotherapeutikums bendétigt werden, um den
Zelltod herbeizufithren (Walker et al., 1990, Galluzzi et al, 2012). Zum einen konnte
beobachtet werden, dass resistente Zellen Mechanismen entwickeln, die zu einer reduzierten
Verfligbarkeit von Cisplatin innerhalb der Zelle fiihren, z.B. durch Stilllegung von
Transportern, die die Stoffe in die Zelle bringen oder eine erhohte Aktivitat des zelluldren
Effluxes, also dem Abtransport von Stoffen aus der Zelle heraus (Ishida et al., 2002, Samimi et
al., 2004). Dariiber hinaus spielt auch die Deaktivierung von Cisplatin durch Glutathion und
Metallothionein innerhalb der Zelle eine bedeutende Rolle bei der Resistenzentwicklung
(Bahnson et al., 1991, Skowron et al., 2017). Schliefilich konnte in weiteren Studien gezeigt
werden, dass auch Verdanderungen in der DNA-Reparaturmaschinerie und der Regulation der
Apoptose sowie des Zellzyklus entscheidende Faktoren bei der Entstehung einer
Cisplatin-Resistenz darstellen (Curtin, 2012, Drayton and Catto, 2012, Galluzzi et al., 2012,
Henkels and Turchi, 1999). Basierend auf diesen Untersuchungen hat es sich etabliert die
Cisplatin-Resistenzmechanismen einzuteilen in pre-, on- und post-target Faktoren. Dabei
versteht man unter pre-targets beispielsweise die Ausschaltung von Transportern, unter
on-targets die Interaktion von Cisplatin mit der DNA, sowie die Veranderungen der
DNA-Reparatur und unter post-targets den Einfluss von Cisplatin auf die Apoptose und den

ZellzyKlus (Galluzzi et al., 2012).

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte die multifaktorielle Genese der
Cisplatin-Resistenz auch in UC-Zellen (UCCs) gezeigt werden. Dazu wurden
Cisplatin-resistente UCCs, so genannte Long Term Treated Cells (=LTTs) entwickelt und im
Hinblick auf ihre molekularen Anpassungsmechanismen durch die kontinuierliche
Behandlung mit ansteigenden Cisplatin-Dosierungen charakterisiert (Skowron et al., 2018).
Es konnte gezeigt werden, dass die LTT-Zelllinien zum einen weniger Schaden nahmen durch
die Behandlung mit Cisplatin und sich aufderdem auch schneller von dem zugefiigten Schaden
erholen konnten. Eine mogliche Erklarung fiir diesen resistenteren Umgang mit Cisplatin war
eine nachgewiesene Uberexpression der Cisplatin-Exporter ATP7A und ATP7B, sowie des
MRP2-Exporters, der fiir den Abtransport von Cisplatin-Glutathion-Konjugaten
verantwortlich ist. Auflerdem konnte auch eine Uberexpression der Metallothioneine
nachgewiesen werden, die fiir eine verbesserte Deaktivierung von Cisplatin innerhalb der
Zelle sorgen konnten. Als Resultat konnte durch Skowron et al. (2018) eine Reduktion der
DNA-Cisplatin Addukte und des DNA-Schadens gezeigt werden. Besonders auffallig war, dass
in den Cisplatin-resistenten LTT-Zelllinien eine deutlich niedrigere Anzahl an
DNA-Doppelstrangbriichen (DNA-DSBs) nachgewiesen werden konnte, obwohl diese mit
deutlich hoheren Cisplatin-Dosierungen behandelt worden waren. Dartiber hinaus konnte

sogar eine Reduktion der DSBs nach 72 Stunden in den LTTs nachgewiesen werden, was fiir
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eine Verbesserung der zelleigenen DNA-Reparaturwege spricht. Aus diesem Grund
untersuchte die Arbeitsgruppe relevante Gene der DNA-Reparaturmaschinerie, darunter
MLH1, MSH2, POLH, ERCC1 und ERCCZ, und konnte signifikante Verdnderungen in der
Genexpression feststellen, die insgesamt zu einer deutlichen Verbesserung der
DNA-Reparaturmaschinerie fithren kdnnten. Dariiber hinaus waren die LTTs auch in der Lage
die Apoptose zu umgehen, indem die Expression von anti-apoptotischen Faktoren, wie
BCL-xL und BIRC5/Survivin induziert wurde (Skowron et al., 2018). All diese Erkenntnisse
machen deutlich, dass die molekularen Mechanismen, die zur Cisplatin-Resistenz innerhalb
der UCCs fithren, multifaktoriell sind. Um die Resistenz zu umgehen sind daher
therapeutische Ansitze notwendig, die nicht nur monokausal an einer Stelle ansetzen.
Vielmehr scheint die Anwendung von Kombinationstherapien notwendig, um die zellularen
Resistenzmechanismen zu umgehen oder auszuschalten und die Therapie fiir Menschen mit

Cisplatin-resistentem UC wieder effektiver zu machen.

1.4 Pharmakologische Inhibitoren epigenetischer Enzyme (Epidrugs) als neue

Therapieoption nach erfolgter Cisplatin-Behandlung

Im Fokus zahlreicher aktueller Forschungsprojekte zur Entstehung und Progression des UCs
steht die Epigenetik (Niegisch et al, 2015). Darunter versteht man Prozesse innerhalb des
Zellkernes, die mit Hilfe von Enzymen, Proteinen und RNA-Bestandteilen fiir die Regulation
der Chromatinkonformation relevant sind und schlief}lich auch die Transkriptionsaktivitat
kontrollieren. = Dazu  gehdren  unter anderem  DNA-Methylierungen, sowie
Histonmodifikationen und Chromatinremodellierungen (Schulz, 2014). Studien konnten
beweisen, dass Mutationen epigenetischer Regulatoren eine wichtige Rolle bei der
Entstehung des Harnblasenkarzinoms spielen. Es konnte sogar gezeigt werden, dass diese
Mutationen in Karzinomzellen der Harnblase weitaus héufiger zu finden sind als in anderen
Tumorentititen (Gui et al.,, 2011, Robertson et al., 2017). Pharmakologische Inhibitoren von
epigenetischen Enzymen konnten daher einen groflen Einfluss auf die Funktionalitit,
Aktivitat und vor allem die Reparaturmechanismen der Zelle haben. Daher hat sich unsere
Arbeitsgruppe auf die Entwicklung neuer Therapieoptionen auf Basis von epigenetischen
Inhibitoren spezialisiert. In Vorarbeiten konnte dargestellt werden, dass pharmakologische
Inhibitoren von epigenetischen Regulatoren bei der Anwendung auf UC-Zelllinien zum einen
die erwarteten kanonischen epigenetischen Wirkungen zeigte aber dariiber hinaus auch
DNA-schidigend wirken konnen und zusitzlich relevante Effekte auf Faktoren der
DNA-Reparatur haben konnen. Besonders vielversprechend zeigten sich dabei die so
genannten Histondeacetylase-Inhibitoren (HDACi) und die Bromodomadinen-Inhibitoren
(BETi) (Holscher et al., 2018, Kaletsch et al., 2018, Pinkerneil et al., 2016b, Pinkerneil et al,,
2016a).
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1.4.1 Histondeacetylase-Inhibitoren

Histondeacetylasen (HDACs) sind Enzyme, die gemeinsam mit den gegensatzlich arbeitenden
Histonacetyltransferasen (HATs) daran beteiligt sind die Homo6ostase in der menschlichen
Zelle aufrecht zu erhalten. Basierend auf der jeweiligen Sequenzhomologie zu ihren
Hefe-Orthologen werden HDACs in die Klassen I, 11, III und IV unterteilt, wobei die Klassen I,
Il und IV als die so genannten ,klassischen“ HDACs beschrieben werden. Hierzu zihlen
insgesamt elf Isoenzyme (Tabelle 1). Die Enzyme der Klasse III unterscheiden sich von den
anderen HDAC-Klassen durch ihre katalytischen Eigenschafen und werden als Sirtuine

bezeichnet (Gregoretti et al., 2004, Witt et al., 2009).

Tabelle 1: HDAC-Klassen und ihre Isoenzyme. Dargestellt sind die vier ,klassischen“ HDAC-Klassen
mit ihren jeweilig zugeordneten Isoenzymen. Zusdtzlich ist der Tabelle zu entnehmen, in welchem

Bereich der Zelle die jeweiligen Isoenzyme hauptsachlich zu finden sind.

Klasse Isoenzym Vorkommen
I HDAC1 Zellkern
HDAC2 Zellkern
HDAC3 Zellkern
HDACS8 Zellkern/Zytoplasma
1A HDAC4 Zellkern/Zytoplasma
HDACS5 Zellkern/Zytoplasma
HDAC7 Zellkern/Zytoplasma
HDAC9 Zellkern/Zytoplasma
IIB HDAC6 Zytoplasma
HDAC10 Zytoplasma
I\Y% HDAC11 Zellkern/Zytoplasma

Wie der Name Histondeacetylasen bereits suggeriert, ging man lange davon aus, dass HDACs
lediglich direkt an Histonen wirken. Heute weifs man aber, dass viele HDACs zumindest
teilweise auch im Zytoplasma zu finden sind, wie Tabelle 1 zu entnehmen ist. Wahrend
HDACs der Klassel vor allem im Zellkern zu finden sind und an der Modifikation von
Histonen beteiligt sind, so sind die Isoenzyme der anderen Klassen auch im Zytoplasma
vorhanden. Vor allem HDAC6 der Klasse IIB ist als ein wichtiges zytoplasmatisches Enzym
bekannt, welches an der Regulation der Zellmotilitat und Adhasion beteiligt ist (Gregoretti et

al, 2004, Witt et al,, 2009, Hubbert et al., 2002).

Am besten verstanden ist bisher vor allem die direkte Aktivitdt der HDACs an den Histonen.
Man geht davon aus, dass acetylierte Histone zu einer gesteigerten Genaktivitit fithren, da es
durch die Acetylierung zu einer schwacheren Bindung zwischen Histonen und DNA kommt.

Umgekehrt fiihren HDACs entsprechend dazu, dass es zu einer Deacetylierung und folglich zu
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einer starkeren Bindung zwischen Histonen und DNA kommt. Transkriptionsfaktoren kénnen
die DNA somit schwerer erreichen bzw. an diese binden - die Genexpression ist vermindert
(Abb. 1). Somit sind HDACs ein wichtiger Faktor bei der Regulation von zellinternen
Prozessen wie der Proliferation oder der Differenzierung (Reichert et al., 2012, de Ruijter et

al, 2003).

Unterdriickung

Co-Repressor
TransKkriptions-
repressor

Hypoacetyliertes, kondensiertes Chromatin

Aktivierung

TransKkriptions-

w5

Hyperacetyliertes, zugingliches Chromatin

Abb. 1: Schematische Darstellung der Funktion von HDACs und HATs an Histonen. Dargestellt
sind die Unterdriickung und die Aktivierung der Histone. Die blauen Kreise stellen die Histone dar, die
orangefarbenen Linien stehen fiir die DNA. In Anwesenheit von HDACs kommt es zur
Histon-Kondensation und somit Transkriptionsunterdriickung. In Anwesenheit von HATs wird die
Transkription aktiviert. Unmodifiziert entnommen aus Wade (2001). Ubersetzung und
Vervielfaltigung mit Genehmigung der Oxford University Press im Namen von Human Molecular
Genetics. Haftungsausschluss fiir Ubersetzungen: OUP und Human Molecular Genetics sind nicht

verantwortlich oder in irgendeiner Weise haftbar fiir die Richtigkeit der Ubersetzung.

Daten in der Literatur haben zeigen konnen, dass HDACs in zahlreichen menschlichen
Tumorgeweben gegeniiber den Normalgeweben iiberexprimiert sind, so dass die Anwendung
von HDACI eine vielversprechende therapeutische Option bietet. Nakagawa et al. (2007)
konnte nachweisen, dass in mehr als 75% der untersuchten menschlichen Tumorgeweben
eine Uberexpression von HDACs der Klasse I vorhanden ist. Dies gilt auch fiir UCs (Niegisch et
al, 2013). Daher liegt der Fokus vieler Forschungsarbeiten vor allem auf den HDACs der
Klasse [, also den Isoenzymen HDAC1,2,3 und 8. Man geht davon aus, dass diese die
Proliferation der Tumorzellen vorantreiben, wahrend sie die Differenzierung und Apoptose
inhibieren (Witt et al.,, 2009). In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe haben sich vor allem die

HDACi 4SC-202, Givinostat und Romidepsin als vielversprechende Substanzen bei der
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Behandlung von UCCs gezeigt. Alle drei Substanzen haben vor allem eine Wirkung auf HDACs
der Klasse I. Es konnte belegt werden, dass durch die Anwendung dieser HDACi die
Zellproliferation in Tumorzellen effektiv reduziert werden konnte, wahrend es zusatzlich zu
einem irreversiblen Zellzyklusarrest und zur Induktion des Zelltodes kam (Pinkerneil et al.,
2016b, Pinkerneil et al., 2016a). Allerdings haben die Untersuchungen auch gezeigt, dass die
alleinige Anwendung der verwendeten HDACi auch einen supprimierenden Effekt auf die
Proliferation von benignen Urothelzellen hatte, so dass in anschliefenden Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe mit Kombinationstherapien gearbeitet wurde. Ziel der
Kombinationstherapien war, eine moglichst synergistische Wirkung zu erzielen, um dadurch
eine Dosisreduktion zu ermoéglichen und somit eine verminderte Toxizitdt gegeniiber
benignen Zellen zu erreichen. Als vielversprechender Kombinationspartner wurde zunachst

der Bromodomane-Inhibitor JQ1 untersucht.

1.4.2 Bromodomdne-Inhibitoren

Bei den sogenannten Bromodomadnen (BET) handelt es sich um epigenetische Lesedoménen,
die acetylierte Histone erkennen, an diese binden und durch Interaktion mit weiteren
Proteinen einen relevanten Einfluss auf die Regulation der Transkription von Genen haben.
Eines dieser BET-Proteine ist das so genannte BRD4-Protein. In Studien konnte die Aktivitat
des BRD4-Proteins als essenzieller Bestandteil in der Regulation der Gentranskription
identifiziert werden (Di Micco et al., 2014, Wu et al,, 2015). BRD4 ist in der Lage acetylierte
Histone zu erkennen und an diese zu binden. Auf diese Weise fungiert BRD4 als eine Art
Zentrum fiir den Zusammenbau grofder Proteinkomplexe, die fiir die Gentranskription
bendtigt werden. Teil dieses Proteinkomplexe sind unter anderem der so genannte
Mediator-Komplex, der fiir die Initiation der Transkription notwendig ist, sowie der positive
Transkriptions-Elongationsfaktor P-TEFb. Durch die Bildung dieses Proteinkomplexes
kommt es zur Rekrutierung der RNA-Polymerase der Zelle und somit zur Aktivierung der

Gentranskription (Abb. 2) (Sanchez et al., 2014, Ferri et al., 2016, Donati et al., 2018).



Einleitung

SUPER-ENH

]
3 D
4
A

ONCOGENE 1\
, IMYC, FOSL, RUNXZ )

B
e Ae
SUPER-ENH ! PROMOTER

i . ONCOGENE
[MYC, FOSL RUNXZ )

Abb. 2: A) Schematische Darstellung der Funktion des BET-Proteins BRD4 bei der Regulation
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der Transkription von Genen. BRD4 bindet an acetylierte Histone und bildet mit dem
Mediator-Komplex und dem positiven Transkriptions-Elongationsfaktor P-TEFb einen grofien
Proteinkomplex zur Rekrutierung der RNA-Polymerase. Es kommt zur Aktivierung der
Gentranskription. B) Einfluss von BETi auf die Funktion des BRD4-Proteins. BETi konkurrieren mit
den acetylierten Histonen am BRD4-Protein und verhindern somit den Aufbau des Proteinkomplexes.
Die Gentranskription wird verhindert. Open Access Creative Commons Attribution 4.0 International
License: Unmodifiziert entnommen aus Donati et al. (2018),

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Wu et al. (2016) konnten nachweisen, dass BRD4 in UCCs signifikant erhoht war und dass das
Protein einen entscheidenden Einfluss auf die Proliferation und die Apoptose von UCCs hat.
Auch der Einsatz des BETi JQ1 auf UCCs wurde in dieser Studie erstmalig untersucht und als
mogliche neue Substanz in der Therapie des UCs herausgearbeitet (Wu et al.,, 2016). Die
Kombination aus einem HDACi und einem BETi hatte sich bereits in Studien zu anderen
Tumorentititen wie dem kutanen T-Zell Lymphom (Zhao et al, 2019), dem Melanom
(Heinemann et al,, 2015) oder dem duktalen Adenokarzinom des Pankreas (Mazur et al.,
2015, Zhang et al., 2020) als vielversprechende therapeutische Option bewiesen. Aufbauend
auf diesen Ergebnissen untersuchte unsere Arbeitsgruppe den Effekt einer
Kombinationstherapie mit dem HDACi Romidepsin und dem BETi JQ1 bei der Anwendung auf
UCCs. Holscher et al. (2018) konnten einen synergistischen Effekt der beiden Substanzen bei
allen verwendeten UC-Zelllinien nachweisen. So konnte durch die Kombinationstherapie ein
effizienter Zellzyklusarrest herbeigefiihrt, die Caspase-abhingige Apoptose induziert und die
Zellklonogenitit reduziert werden. Die gutartigen Kontrollzellen blieben von der Behandlung

fast vollstandig verschont und wurden lediglich in einen vorriibergehenden Zellzyklusarrest
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geschickt. Die Langzeitproliferationsfahigkeit wurde dabei nicht aufgehoben. Weiterfiihrende
Studien konnten allerdings nachweisen, dass die so genannten BETi der ersten Generation,
wie beispielsweise JQ1 oder OTX015 ein sehr ungiinstiges Nebenwirkungsprofil zeigten. Eine
starke hamatologische und gastrointestinale Toxizitdt stellte beispielsweise in einer Phase 1
Studie bei Patienten mit Lymphom oder multiplem Myelom einen dosislimitierenden Faktor

dar (Amorim et al,, 2016).

1.4.3 Der BETi der neuen Generation: PLX51107

Ozer et al. (2018) beschrieben erstmalig die Anwendung eines BETi der neuen Generation
mit dem Namen PLX51107 (PLX). Dieser wurde chemisch so veradndert, dass er bei der
durchgefiihrten Behandlung der chronisch lymphatischen Leukdmie (CLL) ein deutlich
giinstigeres Nebenwirkungsprofil zeigte als sein Vorgianger JQ1 und andere BETi wie
OTXO015. Aufgrund der relativ geringen Halbwertszeit von PLX zeigte sich ein verbesserter
therapeutischer Index (Verhaltnis der letalen Dosis zur effektiven Dosis als Maf$ fiir die
Sicherheit eines Pharmakons) im Gegensatz zu den vorherigen Generationen. Dies konnte
auch im Mausmodel nachgewiesen werden. Aufierdem konnte in weiteren Untersuchungen
in der Zellkultur gezeigt werden, dass die kurzzeitige Anwendung von PLX zunichst zu
Veranderungen der Transkription fiihrten, nicht jedoch zur Induktion der Apoptose. Erst die
Anwendung von PLX iiber mehrere Stunden zeigte eine apoptotische Wirkung auf die Zellen.
Durch diese Beobachtungen konnte man also davon ausgehen, dass PLX gezielter eingesetzt
werden kann, um gewiinschte Effekte auf die Genexpression zu bewirken, ohne dass es zu

einem ungerichteten Zelltod und somit zu unerwiinschten Nebenwirkungen kommt.

Daher untersuchte unsere Arbeitsgruppe den Effekt von PLX auf UC-Zelllinien (Thy et al.,
2021). In beiden verwendeten kommerziellen UC-Zelllinien (VM-CUB1 und UM-UC-3) konnte
eine Uberexpression des BRD4-Gens nachgewiesen werden. Als benigne Kontrollzelllinie
wurden kommerzielle HBLAK-Zellen verwendet. Dabei handelt es sich um eine spontan
immortalisierte Zelllinie, die aus benignen Uroepithelzellen hervorgegangen ist (Hoffmann et
al, 2016). Thy et al. (2021) konnten nachweisen, dass die Zellproliferation beider
UC-Zelllinien durch die Behandlung mit PLX gehemmt werden konnte. Die Kontrollzelllinie
wiederrum wurde durch die Behandlung lediglich in einen Status der Seneszenz versetzt.
Dariiber hinaus konnte durch die PLX-Behandlung auch eine Dysregulation der
Zellzyklusgene dargestellt werden, wodurch es zu einer Akkumulation in der subG1-Phase
kam. Bei der Zelltodanalyse konnte gezeigt werden, dass es bei den UC-Zelllinien zur
Apoptoseinduktion kam, wahrend dies bei benignen HBLAK-Zellen nur sehr schwach zu
beobachten war. Bei beiden UC-Zelllinien kam es aufierdem zu einem deutlichen Anstieg der

Aktivitat von Caspase 3 und 7. Auch kam heraus, dass der Apoptoseregulator BCL2 durch die

11



Einleitung

Behandlung mit PLX herunterreguliert wurde. Dies erwies sich als besonders interessanter

Fakt, da BCL2 mit der Apoptoseresistenz von UCCs assoziiert wird (Kunze et al., 2008).

Vergleicht man diese Ergebnisse mit Arbeiten zur Wirkung von PLX auf andere
Tumorentitdten, so kann man vergleichbare Resultate feststellen. Ozer et al. (2018) konnte in
seiner Arbeit zur therapeutischen Wirkung von PLX auf CLL-Zellen ebenfalls nachweisen,
dass es zu einer Hemmung der Proliferation der CLL-Zellen kam, wahrend es bei gesunden
T-Zellen zu keinem antiproliferativen Effekt kam. Die in dieser Studie durchgefiihrten
PLX-Behandlungen maligner B-Zellen zeigten eine Inhibition des Zellwachstums, eine
Akkumulation der malignen B-Zellen in der GO-G1-Phase, sowie eine gesteigerte Apoptose.
Die Aktivierung des BRD4-Proteins wurde durch die Behandlung mit dem BETi reduziert,
wodurch es zu einer verminderten Aktivierung der RNA-Polymerase Il und folglich zu einer
Verringerung der assoziierten Gene kam. In einem anschlieffenden CLL-Maus-Modell konnte
Ozer et al. (2018) zusatzlich nachweisen, dass es durch die Behandlung mit PLX zu einer
Reduktion der Tumorlast und folglich zu einer signifikant verlingerten Uberlebensdauer
kam. 2022 veroffentlichten Alcitepe et al. (2022) eine Studie zur Wirkung von PLX und dem
HDACi Vorinostat auf Zellen der akuten myeloischen Leukdmie (AML). Auch hier konnte
gezeigt werden, dass PLX eine sehr vielversprechende Substanz fiir die Behandlung
hdamatologischer Malignomerkrankungen sein konnte, sowohl als Monotherapie als auch in
Kombination mit anderen Substanzen. Alcitepe et al. (2022) konnte nachweisen, dass es im
Vergleich zu den Kontrollzelllinien bei der Behandlung der AML-Zellen zu einer deutlichen
Steigerung der Apoptoseraten nach PLX-Behandlung kam. Aufierdem wurde auch hier eine
Akkumulation der Zellen in der GO-G1-Phase provoziert. Auch konnte bei den AML-Zellen
eine Reduktion des Apoptoseregulators BCL2 durch PLX nachgewiesen werden, was sich mit
den Ergebnissen der Arbeit durch Thy et al. (2021) deckt. Dariiber hinaus konnte eine
deutliche Reduktion der BRD4-Expression als Folge der PLX-Behandlung in den AML-Zellen

gemessen werden (Alcitepe et al., 2022).

Zusammenfassend konnte also belegt werden, dass es durch die Behandlung von UCCs mit
dem BETi PLX zum einen zu einer Hemmung der Proliferation und des Zellzyklus kommt und
zum anderen Apoptose induziert wird. Dies deckt sich auch mit Studien zur Wirkung von PLX
auf andere Tumorentitidten, vorrangig hamatologische Erkrankungen. Neben diesen
Erkenntnissen beschiftigte sich Thy et al. (2021) aufSerdem mit der Frage, ob PLX auch zu
DNA-Schéden fiihrt und mit dem Einfluss von PLX auf die DNA-Schadensantwort.

Einer der verheerendsten Schaden fiir die DNA ist der DNA-DSB, wie er z.B. sekundar durch
die Behandlung mit Cisplatin entstehen kann. Es kommt zu einem Bruch beider Strange der
DNA-Doppelhelix (Rocha et al., 2018). Thy et al. (2021) konnten nachweisen, dass es durch
die Behandlung der UCCs mit PLX zu einer Anhdufung von DNA-DSBs kam. Die
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Kontrollzelllinie HBLAK wiederrum zeigte auch nach Behandlung mit PLX deutlich weniger
DNA-DSBs im Vergleich zu den UCCs. Somit konnte nachgewiesen werden, dass durch die
Behandlung mit dem BETi PLX nicht nur Apoptose induziert wurde, sondern auch Schaden an
der DNA der Karzinomzellen verursacht wurde, wahrend die benignen Urothelzellen
weitestgehend verschont blieben. Soweit die Recherchen zum derzeitigen Zeitpunkt (April
2024) ergeben haben, ist dieser Aspekt bisher noch in keinen weiteren Studien untersucht

worden.

Im Gegensatz dazu haben sich bereits mehrere Studien mit der Frage beschaftigt, welchen
Einfluss BETi auf die DNA-Schadensantwort von Tumorzellen haben. Man geht davon aus,
dass die Suppression einer funktionierenden DNA-Schadensantwort ein essentieller
Bestandteil der krebsbekdmpfenden Wirkung von BETi darstellt (Sarnik et al,, 2021). Im Falle
eines DNA-DSB stehen der Zelle zwei grundlegende Reparaturmechanismen zur Verfiigung:
die homologe Rekombination (HR) wund die nicht-homologe Endverkniipfung
(NHE] = non-homologous end joining) (Abb. 3). Man geht davon aus, dass der
HR-Reparaturweg so gut wie fehlerfrei funktioniert, da er fiir die Anfertigung einer perfekten
DNA-Kopie den homologen DNA-Strang als Matrize verwendet. Dem gegeniiber steht der
NHE]-Reparaturweg, bei dem die beiden gebrochenen DNA-Enden lediglich miteinander
verbunden werden. Dabei kommt es hdufig zum Verlust einzelner Genfragmente und somit
zu Fehlern in der DNA. Die Wahl des Reparaturweges héngt vor allem von der aktuellen
Phase der Zelle innerhalb des Zellzyklus ab. Wahrend der NHE]-Weg vorrangig in der
G0/G1-Phase Anwendung findet, so kann der HR-Weg nur innerhalb der S/G2-Phase
funktionieren. Grund dafiir ist, dass nur in diesen Phasen ein homologer DNA-Strang fiir die
HR-Reparatur zur Verfiigung steht (Moynahan and Jasin, 2010, Peng and Lin, 2011, Rocha et
al,, 2018).
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Abb. 3: Darstellung des HR- und des NHE]-Reparaturweges nach DNA-DSB. Links Darstellung des
HR-Wegs mit Verwendung eines homologen DNA-Strangs als Matrize. Rechts Darstellung des
NHE]-Wegs bei dem die gebrochenen DNA-Strdnge ohne Matrize miteinander verbunden werden.
Open Access Creative Commons Attribution 4.0 International License: Die Abbildung wurde selbst

erstellt basierend auf Pengand Lin (2011), http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Sowohl fiir den HR- als auch fiir den NHE]-Reparaturweg werden eine Vielzahl an Proteinen
bendtigt, die an den Ort des DNA-Strangbruches rekrutiert werden, um dort die weiteren
Prozesse der Reparatur voranzutreiben. Wichtige Vertreter dieser Proteine sind im HR-Weg
BRCA1 und BRCA2, sowie RAD51 (Moynahan and Jasin, 2010). Im NHE]-Weg spielen unter
anderem PARP1 und PARP2 eine wichtige Rolle (Wang et al., 2006). Kommt es zu einem
Defekt eines dieser Proteine oder der fiir die Herstellung der Proteine notwendigen
Genabschnitte, so kommt es auch zu einer fehlerhaften DNA-Reparatur. Im Falle eines
Verlustes der relevanten Proteine oder Gene kann es sogar zu einem vollstindigen Ausfall
dieser wichtigen Reparaturprozesse kommen (Moynahan and Jasin, 2010). Vor allem eine
Fehlfunktion des HR-Reparaturweges, z.B. bei einem Verlust des BRCA1/BRCAZ Gens, ist
daher direkt mit der Entstehung von Tumoren assoziiert (Peng and Lin, 2011). In einem
solchen Fall ist die Zelle gezwungen auf die fehleranfillige NHE]J-Reparatur auszuweichen,
wodurch DNA-Mutationen und somit die Entstehung maligner Tumore gefordert wird (Lord

and Ashworth, 2016).

Basierend auf dieser theoretischen Grundlage wurde durch Thy et al. (2021) im nachsten

Schritt die Expressionsveranderung relevanter Gene untersucht, die einen Einfluss auf die

14



Einleitung

Funktionsweise des HR- und des NHE]-Reparaturweges haben. Die Untersuchungen zeigten,
dass wichtige Schliisselgene des HR-Reparaturweges durch die Behandlung mit PLX in den
untersuchten UCCs herunterreguliert wurden, wahrend relevante Gene des NHE]-Weges
verstiarkt detektiert werden konnten. Konkret konnte dargestellt werden, dass die Gene
BRCA1, RAD51 und FANCDZ2 des HR-Weges vermindert und die Gene RAD17, RAD50 und NHE]
des NHE]-Weges vermehrt nachweisbar waren. Ahnliche Ergebnisse konnten bereits bei der
Untersuchung anderer BETi gezeigt werden. Yang et al. (2017) verwendeten die BETi JQ1,
[-BET762 und OTX015 auf Zellen des triple-negativen Mammakarzinoms (TNBC) und
konnten ebenfalls eine Reduktion der Transkription der Gene BRCA1 und RAD51 und somit
eine verringerte HR-Aktivitat durch die Anwendung von BETi feststellen. Mio et al. (2019)
untersuchten den Effekt von BETi auf das TNBC und verwendeten die Substanzen JQ1 und
GSK525762. Auch hier konnte eine dosisabhidngige Verminderung der BRAC1 und RAD51
Genexpression nachgewiesen werden. In Untersuchungen mit Zellen des Ovarialkarzinoms
konnte bei der Anwendung von JQl eine Verminderung der RAD51- und

BRCA1-Protein-Level detektiert werden (Sun et al., 2018)

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass PLX neben der
Proliferationshemmung, der Apoptoseinduktion und dem Zellzyklusarrest auch zu
DNA-Schiaden fiihrt und dass es zusdtzlich zu einer Beeintrachtigung der
DNA-Schadensantwort der Karzinomzellen kommt. Besonders interessant war, dass es durch
den Einfluss von PLX zu einem relevanten Effekt auf die DNA-Reparaturmaschinerie kam.
Durch den Verlust der fiir die HR-Reparatur relevanten Gene und die Induktion der Gene des
NHE]-Reparaturweges konnte davon ausgegangen werden, dass der BETi eine kiinstliche
HR-Defizienz erzeugt und es somit zu einer Verschiebung zugunsten des fehleranfalligen
NHE]-Reparaturweges kam. In der Literatur wird dieser Zustand als BRCAness beschrieben,
da vor allem der Verlust des BRCA-Gens den Zustand der HR-Defizienz begiinstigt (Lord and
Ashworth, 2016).

1.5 Das Konzept der BRCAness und ihre therapeutischen Méglichkeiten

Laut Lord and Ashworth (2016) spricht man von einem Zustand der BRCAness, wenn in den
Zellen eines Tumors eine HR-Defizienz nachgewiesen werden kann. Diese muss nicht
zwangslaufig durch die Abwesenheit der Gene BRCAI oder BRCAZ bedingt sein, da auch
andere fiir die HR-Reparatur relevante Gene der Ausléser fiir eine insuffiziente HR-Reparatur
sein konnen. Beispiele dafiir sind RAD51, die Gene der Fanconi-Andmie Gruppe (FANC), sowie
die Gene CDK12 und ERCC1. In den vergangenen Jahren haben sich zahlreiche Studien bei der
Erforschung neuer therapeutischer Moglichkeiten mit dem Konzept der BRCAness befasst und
sich diese zunutze gemacht. Die Idee: HR-defiziente Tumore sind auf die fehleranfallige

NHE]J-Reparatur angewiesen. Pharmakologische Substanzen, die den NHE]-Reparaturweg
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blockieren, kénnen dazu beitragen, dass der Zelle alle Mdéglichkeiten der Reparatur von
DNA-DSBs genommen werden und die Zelle somit in den programmierten Zelltod gezwungen
wird. Ein weiteres Wachstum und weitere durch die NHE]-Reparatur gefoérderte Mutationen
des Tumors werden somit unterbunden (Lord and Ashworth, 2012). Dieses Konzept hat sich
bei der Behandlung von Tumoren mit einer bestehenden HR-Defizienz bereits als sehr
effektiv erwiesen. Darunter fallen vor allem das BRCA-mutierte Mammakarzinom und das
BRCA-mutierte Ovarialkarzinom. Als besonders vielversprechende Substanzen haben sich

dabei die so genannten PARP-Inhibitoren (PARPi) gezeigt.

1.5.1 Anwendung von PARPI bei BRCA-mutierten Tumoren

Die Familie der PARP-Proteine besteht aus einer Reihe von Enzymen, die an diversen
DNA-Reparaturmechanismen der Zelle beteiligt sind. Wang et al. (2006) konnte nachweisen,
dass vor allem das Protein PARP1 eine entscheidende Rolle bei der NHE]J-Reparatur spielt.
PARP1 ist ein Schliisselenzym, welches im Falle eines DNA-Defektes diesen auf dem
DNA-Strang erkennt und weitere Reparaturfaktoren rekrutiert. Dabei spielt PARP1 vor allem
bei der Reparatur von DNA-DSBs im Zuge der NHE]-Reparatur, sowie bei der Reparatur von
DNA-Einzelstrangbriichen (single-strand breaks = SSBs) eine entscheidende Rolle
(Eustermann et al., 2015, Audebert et al., 2004, Rose et al., 2020). Aus diesem Grund bestand
lange die Annahme, dass PARPi dazu fiihren, dass das PARP1-Enzym blockiert wird, die SSBs
dadurch nicht mehr repariert werden konnen und es folglich zu DSBs kommt, die bei einer
vorliegenden HR-Defizienz nicht repariert werden kénnen (Bryant et al, 2005). Aktuelle
Studien aber haben zeigen kénnen, dass die Wirkungsweise von PARPi darauf beruht, dass
diese das PARP1-Enzym auf der DNA ,festhalten, indem sie mit dem PARP-Enzym Co-factor
B-NAD+ interagieren (Lord and Ashworth, 2017). Durch das PARPi-bedingte ,Festhalten”
(Trapping) von PARP1 wird die Funktion des Enzyms aufder Kraft gesetzt, was eine Reparatur
auf dem NHE]J-Weg verhindert. Aufderdem entsteht durch die Fixierung des PARP1-Enzyms
eine fiir das Replisom uniiberwindbare Blockade. Es kommt zum Zusammenbruch der
Replikationsgabel und folglich zu der Entstehung von DSBs (Rose et al., 2020). Infolgedessen
wird die Zelle also in Anwesenheit eines PARPi abhidngig von anderen Reparaturwegen,

vorzugsweise der HR-Reparatur (Murai et al.,, 2012, Antolin et al.,, 2020).

Legt man diese Wirkungsweise von PARPi zugrunde, so wird auch verstandlich, wieso PARPi
als Monotherapie bisher nur bei HR-defizienten Tumorzellen einen Effekt zeigen konnten. In
zahlreichen  Studien konnte gezeigt werden, dass die Behandlung des
chemotherapierefraktaren BRCA-mutierten Ovarialkarzinoms mit  PARPi ZUu
vielversprechenden Resultaten fiihrte. Es zeigte sich eine hohe Antitumoraktivitiat und eine
niedrige Nebentoxizitiat (Audeh et al.,, 2010, Evers et al,, 2010). 2014 wurde Olaparib unter

dem Handelsnamen Lynparza als erster PARPi fiir die Behandlung des fortgeschrittenen
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Ovarialkarzinoms bei vorliegender BRCA1/BRCAZ Mutation durch die European Medicines
Agency (EMA) zugelassen (European Medicines Agency, 2024a). In einer Phase II Studie
konnten Kaufman et al. (2015) nachweisen, dass Olaparib auch bei anderen Tumorentititen,
die ebenfalls eine BRCA1/BRCA2Z Mutation aufweisen, einen positiven Effekt auf den
Tumorprogress zeigt. Darunter waren Patienten mit BRCA-mutiertem Ovarial- und
Mammakarzinom, aber auch Pankreas- und Prostatakarzinompatienten. Diese Ergebnisse
unterstiitzen die Theorie, dass der Effekt von PARPi im direkten Zusammenhang mit der
HR-Defizienz der Zelle steht und dass Patienten mit einer vorliegenden HR-Defizienz
unabhéngig von der Tumorentitat vom Einsatz von PARPi profitieren konnten. Heute (Stand
April 2024) ist Olaparib bereits fiir die Behandlung weiterer Tumore zugelassen, wie das
BRCA-mutierte HER2-negative Mammakarzinom, das BRCA-mutierte Pankreaskarzinom
sowie das BRCA-mutierte metastasierte kastrationsresistente (kein Ansprechen auf eine

Hormonentzugstherapie) Prostatakarzinom (mCRPC) (European Medicines Agency, 2024a).

Das zugrunde liegende Konzept, welches sich in der Zulassung von Olaparib widerspiegelt,
wird in der Literatur als synthetic lethality bezeichnet und beschreibt, dass einzelne
Mutationen nicht zum Tod der Zelle fiihren. Die Kombination aus zwei nicht-todlichen
Mutationen wiederum fithrt den Zelltod herbei (Lord et al, 2015). Olaparib ist als
Monotherapeutikum bisher lediglich zugelassen, wenn bereits eine BRCA-Mutation vorliegt.
Somit kommt es also zu einer synthetic lethality durch die vorliegende BRCA-Mutation und
der durch Olaparib herbeigefiihrten PARP-Inhibition (European Medicines Agency, 2024a).
Gleiches gilt auch fiir den PARPi Talazoparib, der 2019 erstmalig in der Européaischen Union
(EU) zugelassen wurde. Auch hier besteht die EU-Zulassung in der Monotherapie lediglich
beim BRCA-mutierten Mammakarzinom (European Medicines Agency, 2024b). Dartber
hinaus ist Olaparib auch bereits als Kombinationspartner mit anderen Substanzen klinisch
zugelassen, beispielswiese bei der Behandlung des mCRPC. In Kombination mit dem
Antihormon Abirateron, welches zu einer Insuffizienz der HR-Reparatur fiihrt, hat Olaparib
sowohl bei Patienten mit, als auch ohne BRCA1/2-Mutation eine EU-Zulassung (European
Medicines Agency, 2024a). Auch besteht eine Zulassung fiir die Kombination aus Talazoparib
und Enzalutamid (nichtsteroidales Antiandrogen) fiir die Behandlung des mCRPC (European

Medicines Agency, 2024b).

1.5.2 Anwendung von Kombinationstherapien zur Erzeugung einer Kkiinstlichen

BRCAness bei funktionierender HR-Reparatur

Im Gegensatz zu den zuvor aufgezeigten Tumorentititen weisen UCCs nur in den wenigsten
Fallen eine genetisch manifestierte BRCAness und somit eine genetisch bedingte defiziente
HR-Reparatur auf (Robertson et al, 2017). Aus diesem Grund war bei der alleinigen

Behandlung von UCCs mit einem PARPi in unseren Untersuchungen kein Effekt hinsichtlich
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der Zellviabilitat zu erwarten. Aktuelle Studien zur Behandlung des UCs lieferten aber bereits
erste Anhaltspunkte dafiir, dass PARPi als Kombinationspartner oder bei Patienten mit
Hinweisen auf eine HR-Defizienz gute Resultate hervorbringen kénnten. So konnte bei der so
genannten ATLANTIS-Studie gezeigt werden, dass die Anwendung des PARPi Rucaparib als
Erhaltungstherapie nach bereits erfolgter Cisplatin-basierter Chemotherapie bei Patienten
mit einer nachgewiesenen = DNA-Reparaturdefizienz ~zu einem  verldngerten
progressionsfreien Uberleben fiithrte. Das Gesamtiiberleben konnte aber nicht signifikant
verlangert werden (Crabb et al., 2023). Bei der sogenannten BAYOU-Studie handelt es sich
um eine randomisierte, doppelblinde, Placebo-kontrollierte Phase II Studie zur Ermittlung
der Wirksamkeit einer Kombinationstherapie aus Durvalumab und Olaparib im Vergleich zu
Durvalumab plus Placebo. Eingeschlossen wurden Patienten mit einem metastasierten UC,
die sich nicht fiir eine Cisplatin-basierte Behandlung eigneten. In dieser Studie zeigte sich
zunichst keine signifikante Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens bei der
Anwendung der Kombinationsbehandlung im Vergleich zur Behandlung mit Durvalumab
allein. In einer sekundaren Analyse der Daten konnte allerdings ermittelt werden, dass es bei
den Patienten mit Hinweisen auf eine HR-Mutation bei der Anwendung der
Kombinationstherapie zu einem ldngeren progressionsfreien Uberleben kam im Vergleich zur
Behandlung mit Durvalumab plus Placebo (Median 5,8 Monate gegeniiber 1,8 Monaten)
(Rosenberg et al., 2023). In beiden Studien waren die Fallzahlen sehr gering, dennoch konnte
ein moglicher positiver Effekt bei der Anwendung von PARPi bei Patienten mit einer

HR-Defizienz detektiert werden.

Das Konzept der synthetic lethality ist bei der PARPi-Monotherapie bei einer
funktionierenden HR-Reparatur nicht gegeben. Daraus entstand die Idee einer
Kombinationstherapie aus einem PARPi und einem BETi. Durch die Anwendung eines BETi
wie PLX kann durch die Herunterregulierung der fiir die HR-Reparatur relevanten Gene, wie
z.B. BRCA1/BRCA2, RAD51, Fanconi-Gene etc., eine Kkinstliche HR-Defizienz hergestellt
werden. Es kommt also zu einem Zustand, wie er bei BRCA-mutierten Karzinomen vorliegt
und somit zu einer Sensibilisierung der UCCs gegeniiber der Behandlung mit einem PARPi
(Mio et al., 2019). Dieses Konzept wurde bereits in einigen praklinischen Studien untersucht,
mit vielversprechenden Ergebnissen. Dabei wurden bisher vor allem das Mamma- und das
Ovarialkarzinom mit funktionierender HR-Reparatur genauer untersucht, da die
HR-defizienten Variante dieser Tumorentititen bereits in der Klinik mit der
PARPi-Monotherapie behandelt werden (Kaufman et al., 2015, European Medicines Agency,
2024a). Zellen des TNBC ohne BRCA1/2-Mutation, die in Untersuchungen nur mafiig auf eine
Monotherapie mit PARPi angesprochen hatten, zeigten in einer Studie durch Yang et al.

(2017) eine starke Reaktion auf die Behandlung mit einem PARPi (Olaparib und

18



Einleitung

Veliparib/ABT888) in Kombination mit allen drei verwendeten BETi (JQ1, IBET762 und
0TX015). In dieser Studie wurde auferdem auch der Effekt der Kombinationstherapie des
PARPi Olaparib und dem BETi JQ1 auf Zellen des Ovarial- und des Prostatakarzinoms
untersucht. Auch hier konnte eine starke Synergie der beiden Substanzen gezeigt werden.
Dieser synergistische Effekt von JQ1 und Olaparib konnte auch in einem Mausmodel bei der
Behandlung des BRCA-Wildtyp Ovarialkarzinoms bewiesen werden (Karakashev et al.,, 2017).
In einer Arbeit durch Fiorentino et al. (2020) konnte dariiber hinaus auch ein synergistischer
Effekt des BETi [-BET762 und des PARPi Talazoparib bei der Behandlung des kleinzelligen

Bronchialkarzinoms belegt werden.

Thy et al. (2021) untersuchten erstmalig die Synergie des BETi PLX und des PARPi
Talazoparib bei der Behandlung von UCCs. Zu diesem Zweck verwendete die Arbeitsgruppe
die UC-Zelllinie UM-UC-3, da diese sich besonders resistent gegeniiber der Einzelbehandlung
mit Talazoparib gezeigt hatte. Es konnte gezeigt werden, dass die Kombination aus
Talazoparib und PLX auch in sehr niedrigen Dosierungen zu einer effektiven Induktion des
Zelltodes fithrte. Durch die Synergie der Kombinationstherapie konnte eine starke Reduktion
der Einzeldosierungen herbeigefithrt werden, so dass die Kontrollzelllinie HBLAK
weitestgehend verschont blieb und entsprechend von einer tolerablen Nebentoxizitidt der

Kombinationstherapie auszugehen ist.

1.6 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer neuen Kombinationstherapie, die bei
Patienten mit fortgeschrittenem UC und einer bereits bestehenden Cisplatin-Resistenz
erstmalig neue Therapieoptionen bieten konnte. Da die molekularen Mechanismen der
Cisplatin-Resistenzentwicklung multifaktoriell sind, werden Kombinationstherapien
bendtigt, die in der Lage sind, diese Mechanismen erfolgreich zu umgehen. Einen globalen
Ansatz stellen epigenetische Inhibitoren dar. Zudem war bekannt, dass Cisplatin-resistente
Zellen dem Therapie-induzierten Stress vor allem durch Verdanderungen in der
DNA-Reparatur entgehen. Daher konnten Inhibitoren der DNA-Reparatur wie z.B. PARPi
ebenfalls ein sinnvoller Ansatz sein. In der hier vorliegenden Arbeit habe ich mich also mit
der Frage beschiftigt, ob Kombinationstherapien aus PARPi mit epigenetischen Inhibitoren,
wie dem HDACi Romidepsin und dem BETi PLX51107, bei Cisplatin-resistenten UCCs eine
Wirkung zeigen. Fiir die Analyse habe ich kommerzielle UC-Zelllinien verwendet, die bisher
noch keinen Kontakt zu Cisplatin hatten, so genannte parentale Zellen und deren
Cisplatin-resistente Sublinien (LTTs). Die Zelllinien (RT-112, T24, ]82, 253] und
LTT-Sublinien, sowie Kontrollzelllinien) wurden gleichermafien mit den verschiedenen
Substanzen und ihren Kombinationen behandelt und die Auswirkungen auf die Zellviabilitat,

die Apoptose, den Zellzyklus, sowie Veranderungen auf Protein und Gen-Ebene analysiert.
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Dariiber hinaus sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob durch die Kombination zweier
Substanzen eine Dosisreduzierung herbeigefiihrt werden kann, um eine mdglichst geringe
Nebentoxizitit zu erwirken. Ziel dieser Arbeit ist es also herauszufinden, ob durch die
Kombinationstherapie die Cisplatin-Resistenzmechanismen umgangen werden kénnen und
somit zukiinftig vielversprechende neue therapeutische Optionen fiir Patienten mit einer

Cisplatin-Resistenz ermoglicht werden konnten.
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2 Material

2.1 Zelllinien

Tabelle 2: Verwendete Zelllinien. Gelistet sind die Namen der Zelllinien, sowie das Geschlecht
(M =mannlich, F = weiblich) und das Alter der Spender in Jahren. Zusitzlich sind die
TNM-Klassifikation und/oder das Grading (G), sowie die Herkunft der Zellen dargestellt. Die
Bezeichnung TCC steht fiir transitional cell carcinoma = Urothelkarzinom. Weitere Angaben zum
T-und/oder G-Stadium sind hier nicht bekannt. Die UC-Zelllinien wurden von Prof. M.A. Knowles
(ICRF Cancer Medicine Research Unit, Leeds UK) und Dr. J. Fogh (Sloan-Kettering Cancer Research
Center, Rye, New York USA) zur Verfiigung gestellt und von der Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bezogen. Die HBLAK-Zelllinie wurde
freundlicherweise von der Firma CellnTec zur Verfiigung gestellt (Hoffmann et al, 2016). Alle
Zelllinien sind kommerziell erhdltlich. Alle LTT-Zelllinien haben die hier gelisteten Zelllinien als
Ursprung und wurden von der Arbeitsgruppe fiir mehrere Monate mit aufsteigenden

Cisplatin-Dosierungen behandelt (Skowron et al,, 2018). Diese sind Tabelle 3 zu entnehmen.

Zelllinie Spendergeschlecht, TNM/Grading
Spenderalter (Jahre)
253] M, 53 T4, G4
HBLAK M, 80 Kontrollzelllinie aus der Blase
(Urothel)
182 M, 58 TCC (keine weiteren Angaben)
RT-112 F, unbekannt G2
T24 F, 81 G3
UM-UC-3 M, unbekannt TCC (keine weiteren Angaben)
VM-CUB1 M, unbekannt TCC (keine weiteren Angaben)

Tabelle 3: Erhaltungstherapie der LTT-Zelllinien. Die Behandlung mit den Zelllinien-spezifischen

Cisplatin-Dosierungen erfolgte zwei Mal pro Woche.

Zelllinie Konzentration Cisplatin zur Erhaltungstherapie
RT-112 LTT 15 pg/ml

T24 LTT 8,5 ug/ml

253]J LTT 2,5 pg/ml

J82 LTT 2 ug/ml
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2.2 Materialien fiir die Zellkultur

Tabelle 4: Materialien in der Zellkultur

Material Hersteller
(D)PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) Sigma-Aldrich
Accutase-Losung Sigma-Aldrich
Automatischer Zellzdahler TC20TM BioRad
CnT-Prime Epithelzellkulturmedium CELLnTEC
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) enthalt GIBCO
GlutaMAX (stabilisiertes Glutamin)

Essigsaure (100%) Sigma-Aldrich
Fetales Kalberserum (FCS) Merck Millipore
Kollagen IV Sigma-Aldrich
Trypanblau 0,4 % Sigma-Aldrich
Trypsin/EDTA-Loésung (0,05 %) GIBCO
Zahlkammer BioRad

Zellkulturflaschen  (T25) fiir  fortgeschrittene Greiner bio-one
Gewebekulturen (Advanced TC Flaschen)

Zellkulturflaschen (T25, T75) Greiner bio-one
Zellkulturplatten (96-, 6-Well) Greiner bio-one
Zellkulturplatten (96-Well) fiir fortgeschrittene Greiner bio-one
Gewebekulturen (Advanced TC Multiwellplatten)

Tabelle 5: Verwendete Zellkulturmedien. Fiir die UCCs und die Kontrollzelllinie HBLAK wurden

unterschiedliche Zellkulturmedien verwendet.

Zelllinie Zusammensetzung Medium

RT-112, T24, 253],]82 DMEM + GlutaMax + 10% hitzeinaktiviertes FCS
RT-112 LTT, T24 LTT, 253] LTT, J82 LTT

HBLAK CnT-Prime Epithelzellkulturmedium

Tabelle 6: Verwendete pharmakologische Substanzen. Aus der Tabelle geht der Wirkstoff und die
Wirkstoftklasse, sowie das Losungsmittel hervor, in dem die Substanz aufgelost wurde. Fiir die

Null-Konzentration bei der Behandlung der Proben wurde immer das entsprechende Losungsmittel

verwendet.

Wirkstoff Wirkstoffklasse Losungsmittel Hersteller
Cisplatin Zytostatikum H20 Hexal
Olaparib PARPi DMSO Selleckchem
PLX51107 BETi DMSO Selleckchem
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Romidepsin HDACI

Talazoparib PARPi

2.3 MTT-Test

Tabelle 7: Material fiir den MTT-Test

Material

(D)PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

iMark™ Microplate reader

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
Zellkulturplatten  (96-Well) fiir fortgeschrittene
Gewebekulturen

Zellkulturplatten (96-Well)

2.4 Giemsa/Krystallviolett Farbung

Material

DMSO Selleckchem
DMSO Selleckchem
Hersteller

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
BioRad

Sigma-Aldrich

Greiner bio-one

Greiner bio-one

Tabelle 8: Material fiir die Giemsa- bzw. Krystallviolett-Farbung

Material

(D)PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
Giemsas Azur Eosin Methylenblaulésung
Krystallviolett (0,1% geldst in DPBS)

Methanol 100%

2.5 RNA-Analyse

Tabelle 9: Material fiir die RNA-Isolierung

Material
-Mercapto-Ethanol
NanoDrop 2000

Qiagen RNeasy Mini Kit
Qiagen RNeasy Shredder Kit
RNase free water

RNase-free DNAse Set

Hersteller
Sigma-Aldrich
Merck Millipore
Merck Millipore
Merck Millipore

Hersteller
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Tabelle 10: Material fiir die reverse Transkription

Material

FastGene Scriptase Il cDNA Kit
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Tabelle 11: Material fiir die qRT-PCR

Material Hersteller

Ampuwa Fresenius Kabi
LightCycler 480 Multiwellplatte 96 Roche

LightCycler 480 Sealing Foil Roche

LightCycler 96 Roche

Luna universal qPCR Master Mix New England BioLabs
PCR Tubes Eppendorf
QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix Qiagen

Tabelle 12: Zusammensetzung qPCR Master Mix. Die Verwendung des Reagenzes ist abhdngig vom

Primer und ist Tabelle 13 zu entnehmen.
Mastermix Volumen pro Well

Luna® universal qPCR Master Mix (2-fach konzentriert) 10,0 pl
bzw. QuantiTect SYBR Green® PCR Master Mix (2-fach

konzentriert)

Primer forward 100 pmol/pl (1:10 mit Ampuwa) 0,5ul
Primer reverse 100 pmol/pl (1:10 mit Ampuwa) 0,5 pl
Ampuwa 7,0 pl
Mastermix gesamt 18,0 ul

Tabelle 13: Verwendete Primer. Gezeigt werden die Primer-Namen sowie ihre 5-3‘ Sequenz fiir den
forward (Fwd.) und den reverse (Rev.) Primer. Die Zweischritt PCR wurde mit dem Luna® universal
gPCR Master Mix vom New England BioLabs durchgefiihrt. Die Dreischritt PCR wurde mit dem
QuantiTect SYBR Green® PCR Master Mix von Qiagen durchgefiihrt. Die Temperatur zeigt die
Anlagerungs-Temperatur der Primer an die DNA. Der Primer-spezifische Standard ist die Zelllinie, die

fiir die Standardreihe bei der PCR eingesetzt wurde.

Primer DNA Sequenz 5°‘-3° Temperatur/  Standard Hersteller
Reagenz

TBP Fwd. = GAGCCAAGAGTGAAGAACAGTC Zweischritt UM-UC-3  Sigma-Aldrich
Rev. GCTCCCCACCATATTCTGAATCT 60°C Luna®

BRCA1  Fwd. AAAGGGCCTTCACAGTGTCC Zweischritt VM-CUB1 Sigma-Aldrich
Rev. CCTGTGTCAAGCTGAAAAGCA 60°C Luna®

BRCA2 Fwd. GGAGCTGAGGTGGATCCTGA Zweischritt VM-CUB1 Sigma-Aldrich
Rev. CATGAGGAAATACAGTTTCAGATGCTT 60°C Luna®

RAD51  Fwd. CAACCCATTTCACGGTTAGAGC Zweischritt VM-CUB1 Sigma-Aldrich
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PARP1

PARP2

POLE2

POLD3

NHEJ1

FANCD

RAD17

BCL2

ERCC1

ERCC2

Rev.

Fwd.

Rev.

Fwd.

Rev.

Fwd.

Rev.

Fwd.

Rev.

Fwd.

Rev.

Fwd.

Rev.

Fwd.

Rev.

Fwd.

Rev.

Fwd.

Rev.

Fwd.

Rev.

TTCTTTGGCGCATAGGCAACA
TGCTGCTGTGAACTCCTCTG
CATGGCCTTCACTTCATCCT
ACACCCATTGGACCAACACT
GTGGGAGCATGGGTAGATTG
TGAGAAGCAACCCTTGTCATC
TCATCAACAGACTGACTGCATTC
GCCATGCTAAAGGACAGTGG
CGAAGAGGATTCAGCAGGAG
AGTGCCAAGTGAGGGAGCTA
TTTCTTCAAATGGTTCTGTCTTCA
GGCCAAGTGGGGATAAAGAG
TGATCAGTTCTGGGACACCA
CTCGGTTGCCCTCTCATTTA
CTCCAGGCATGTGTGACATTT
CCTGTGGATGACTGAGTACCTG
CAGAGGCCGCATGCTGGG
AGGAAGAAATTTGTGATAC
TGTGTAGATCGGAATAAG
GCGTCCCCTACGTCTACACA
CATGGCATCGAAGGTAAGAAA

2.6 Protein-Analyse

Tabelle 14: Material fiir die Protein-Isolierung

Material

(D)PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)

Protease-Inhibitor

Phosphatase-Inhibitor
RIPA-Puffer (1-fach konzentriert)

Tabelle 15: Material fiir den BCA Protein Test

Material

BSA Standard (Albumin)

iMark™ Microplate reader
Pierce™ BCA™ Protein Assay Kit
RIPA-Puffer (1-fach konzentriert)
Zellkulturplatten (96-Well)

60°C Luna®
Zweischritt
60°C Luna®
Zweischritt
60°C Luna®
Zweischritt
60°C Luna®
Zweischritt
60°C Luna®
Zweischritt
60°C Luna®
Zweischritt
60°C Luna®
Zweischritt
60°C Luna®
Dreischritt

59°C SYBR®
Dreischritt

55°C SYBR®
Zweischritt

60°C Luna®

Hersteller

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Cell Signaling

Hersteller

UM-UC-3

RT-112

VM-CUB1

VM-CUB1

RT-112

RT-112

RT-112

VM-CUB1

VM-CUB1

RT-112
LTT

Thermo Fisher Scientific

BioRad

Thermo Fisher Scientific

Cell Signaling

Greiner bio-one
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Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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Tabelle 16: Material fiir die Probenvorbereitung fiir die SDS-PAGE

Material
RIPA-Puffer (1-fach konzentriert)
Roti®-Load1 (4-fach konzentriert)

Hersteller
Cell Signaling
Carl Roth

Tabelle 17: Material fiir die Herstellung des SDS-Polyacrylamid-Gels (Trenngel

Kammergel)

Material

Ammoniumpersulfat (APS)
Mini-PROTEAN Spacer Plates + Gelkamm
Mini-PROTEAN Tetra Cell Casting Module
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Rotiphorese®Gel 30 (37,5:1) (PAA 30%)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)

Tabelle 18: Material fiir die SDS-PAGE

Material

Mini-PROTEAN Tetra Cell
Page Ruler™ Prestainened Protein Ladder
PowerPac™ Basic Power Supply

Sample Loading Guide (Probenfiihrung)
Tris / /  SDS

Glycin Puffer

Elektrophoresepuffer)

Tabelle 19: Material fiir den Western Blot

Material

Immobilon®-P Membran, PVDF, 0,45 um
Methanol 100%

10x SDS-Page Elektrophoresepuffer

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

10x Tris / Glycin Puffer (Western Blotting Puffer)
Whatman™ Gel Blot Paper

(SDS-Page

Hersteller
Sigma-Aldrich
BioRad

BioRad

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Merck Millipore

Hersteller

BioRad

Thermo Fisher Scientific
BioRad

BioRad

BioRad

Hersteller
Merck Millipore
Merck Millipore
BioRad

BioRad

BioRad

Whatman
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Tabelle 20: Material fiir die Protein-Detektion. Die Primdr- und Sekundarantikérper, die in

Milchpulver verdiinnt auf die Membran gegeben wurden, sind Tabelle 22 und Tabelle 23 zu

entnehmen. Die gelisteten Materialien NaCl, Tris und HCl werden zusammengefiihrt zum TBS-Puffer,

bzw. mit Tween zum TBS-T Puffer.

Material
ChemiDoc™ Imaging System

Clarity™ Western ECL Substrate

Milchpulver

Natriumchlorid (NaCl)

SuperSignal™ West Femto Maximum
Substrate

Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)

Tween 20

Sensitivity

Hersteller
BioRad
BioRad
Carl Roth
Sigma

Thermo Fisher Scientific

Merck Millipore
Sigma-Aldrich

Tabelle 21: Zusammensetzung der Puffer fiir die SDS-PAGE. Die Verdiinnungen der Puffer wurden

mit H20 angefertigt. Dieses wurde mit der Q-Gard® 2 Anlage von Millipore aufbereitet.

Puffer

SDS-Page Elektrophoresepuffer
TBS-Puffer (10x)

TBS-T-Puffer (1x)

Western Blotting Puffer

Zusammensetzung

1x Tris/Glycin/SDS Puffer

1,5 M Na(l, 0,1 M Tris mit HCl auf pH 7,6 eingestellt
1x TBS-Puffer, 0,1 % Tween

1xTris/ Glycin Puffer, 20 % Methanol

Tabelle 22: Verwendete Primidrantikérper. Die dargestellten Verdiinnungen der Primarantikérper

wurden den Herstellerangaben entnommen. Die Verdiinnungen wurden in 5% Milchpulver angefertigt.

Die Inkubation erfolgte bei 4°C iiber Nacht.

Primar- Erwartete Blocking-
antikérper Proteingréfle  Puffer
Anti-alpha- 50 kDA 5%

Tubulin Milchpulver
Anti- 89 kDA 5%

cleaved Milchpulver
PARP

Anti-total 116 kDA 5%

PARP Milchpulver

1:10.000

1:500

1:1.000

Verdiinnung Detektion Hersteller Katalog-
nummer

Clarity Abcam ab4074
Western ECL
Super Signal  Cell Signaling  9541S
West Femto
Pierce
Super Signal  Cell Signaling  9532S
West Femto
Pierce
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Tabelle 23: Verwendete Sekundirantikérper. Die Verdiinnung des Sekundarantikorpers erfolgte in
1% Milchpulver fiir eine Stunde bei Raumtemperatur.
Sekundirantikérper Blocking-Puffer Verdiinnung Hersteller Katalognummer

Polyclonal Goat Anti-rabbit IgG 1% Milchpulver 1:2.000 Dako P0448

2.7 Durchflusszytometrie

Tabelle 24: Verwendetes Material fiir die FACS-Analysen Zellzyklus und Apoptose

Material Hersteller
Annexin binding buffer (20-fach konzentriert, Miltenyi Biotec
Verdiinnung mit Milliporewasser auf 1-fache

Konzentration zur Verwendung)

MACSQuant Analyzer Miltenyi Biotec

Mastermix zur Apoptose-Bestimmung Siehe Tabelle 25
Mastermix Zellzyklus Puffer (Nicoletti Puffer) Siehe Tabelle 26
Rundboden-Polystyrolréhrchen Greiner bio-one

Tabelle 25: Chemikalien fiir die Herstellung des Mastermixes zur Apoptosebestimmung. Fiir den
Mastermix wurde der 20 x Annexin binding buffer von Miltenyi Biotec mit Milliporewasser auf 1x
verdiinnt. Fiir jede Probe wurden jeweils 70ul 1 x Annexin binding buffer bendtigt. Dazu wurden 2,5 pl

Annexin V FITC-Konjugat und 7,5 pl Propidiumiodid hinzugefiigt.

Material Hersteller
Annexin binding buffer (20-fach konzentriert, Miltenyi Biotec
Verdiinnung mit Milliporewasser auf 1-fache

Konzentration zur Verwendung)

Annexin V FITC (fluorescein isothiocynate conjugate) Miltenyi Biotec

Propidiumiodid (PI) (2 mg/mlin DPBS) Sigma-Aldrich

Tabelle 26: Chemikalien fiir die Herstellung des Nicoletti Puffers. Fiir jede Probe wurden 0,5 ml
des Nicoletti Puffer Mastermixes bendtigt. Zusatzlich wurden 2 pg/ml Propidiumiodid und 200 pg/ml
RNAseA zum Puffer hinzugegeben.

Chemikalien/Reagenzien Nicoletti Puffer Hersteller
Propidiumiodid (50 pg/ml) Sigma-Aldrich
Tri-Na-Citrat Dihydrat (0,1 %) Merck Millipore
Triton X100 (0,1 %) Sigma-Aldrich
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2.8 Allgemein verwendete Verbrauchsmaterialien und Laborgerite

Tabelle 27: Allgemein verwendete Verbrauchsmaterialien und Laborgerite. Die hier gelisteten
Materialien und Gerate wurden bei der Arbeit im Labor verwendet. Sie wurden tibergreifend fiir alle
dargestellten Arbeiten eingesetzt und sind daher nicht separat in den einzelnen Listen aufgefiihrt.

Plastikverbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Eppendorf, Greiner bio-one, Gilson, Costar und

Sarstedt bezogen.

Material /Gerate Hersteller
CanoScan 4400F Canon
CO2-Inkubator HeraCell 150i Thermo Fisher Scientific
Glas-Pasteurpipetten Brand
Kiihlzentrifuge AllegraTM 2IR Centrifuge Beckmann Coulter
Mehrfachdispenser Eppendorf
Mikroskope Ts2 und TE2000-S Nikon Eclipse
Minispin Zentrifuge Eppendorf

MS2 Minishaker Vortexer IKA

Pipetus Hirschmann
Trio-Thermoblock Biometra
Zentrifuge 5418 Eppendorf
Zentrifuge 5810 Eppendorf

2.9 Software

Tabelle 28: Verwendete Softwareprogramme fiir die Aufbereitung und Analyse der Daten

Programm Hersteller
Bio-Rad CFX Maestro BioRad

CanoScan Toolbox 5.0 Canon

CompuSyn Version 1.0 CompuSyn Inc.
EndNote X9 Clarivate Analytics
Graphpad Prism 8 Graphpad

Image Lab BioRad

Light Cycler 96 Software Roche
MACSQuantify Version 2.11 Miltenyi Biotec
MS Office Microsoft

MPM6 BioRad
NanoDrop 2000/2000c Thermo Scientific
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3 Methoden
3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung und Passage der parentalen UC-Zelllinien

Zur Kultivierung der parentalen UC-Zelllinien wurde Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) mit Glutamax (stabilisiertes L-Glutamin) verwendet. Vor der Verwendung des
Mediums wurde Fetal Calf Serum (FCS) im Wasserbad bei 56°C fiir eine halbe Stunde
hitzeinaktiviert und mit einem Anteil von 10% dem Medium hinzugefiigt. Die Zellen wurden
in 75 cm2-Kulturflaschen mit 12 ml DMEM kultiviert und im Brutschrank bei 37°C in

wasserdampfgesattigter Atmosphare mit einem Coz-Gehalt von 5% inkubiert.

Die Passage der parentalen UCCs erfolgte zwei Mal pro Woche. Zum Passagieren der Zellen
wurde zundchst das Medium aus den Kulturflaschen abgesaugt und die Zellen kurz mit 10 ml
DPBS gewaschen. Danach wurde das DPBS wieder abgesaugt und 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung
(0,05%) in die Flasche gegeben. Trypsin entfaltet bei 37°C seine optimale Wirkung, so dass
die Kulturflaschen fiir 2 -5 Minuten im Brutschrank inkubiert wurden. Das erfolgreiche
Ablosen der Zellen vom Flaschenboden wurde unter dem Mikroskop beurteilt und die
Reaktion des Trypsins durch Zugabe von 6 ml DMEM abgestoppt. Die nun entstandene
Zellsuspension wurde in ein Falconréhrchen iiberfithrt und bei 200 g fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut abgesaugt und das Zellpellet in neuem Medium
resuspendiert. Die Uberfiihrung der Zellen in neue Kulturflaschen erfolgte in angepassten

Zelllinien-spezifischen Verdiinnungen.

3.1.2 Kultivierung und Passage der LTT-Zelllinien

Grundsatzlich erfolgte die Kultivierung und Passage der LTTs gemafd dem Protokoll der
parentalen UCCs. Nachfolgend werden die Besonderheiten dargestellt. Die Passage der LTTs
erfolgte nur ein Mal pro Woche. Wie auch bei den parentalen UCCs wurden die Zellen
gewaschen, mit Trypsin abgel6st und mit DMEM abgestoppt. Abweichend wurden die Zellen
nur fiir ca. 2 Minuten zentrifugiert, um die Cisplatin-gestressten Zellen nicht weiter zu
schiadigen. Nach erfolgreicher Uberfithrung der Zellsuspensionen in neue Kulturflaschen
wurden die Zellen mit Cisplatin  behandelt. Die  Zelllinien-spezifischen
Cisplatin-Konzentrationen sind Tabelle 3 zu entnehmen. Drei Tage nach der Passage wurde
bei allen LTT-Zelllinien ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Dazu wurde das alte Medium
vollstindig abgesaugt und neues DMEM hinzugefiigt. Dann erfolgte die erneute Zugabe von

Cisplatin.
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3.1.3 Kultivierung und Passage der Kontrollzelllinie HBLAK

Die Kontrollzelllinie HBLAK wurde in CnT-Prime Epithelzellkulturmedium kultiviert und im
Brutschrank bei 37°C mit einem 5%igen CO,-Gehalt inkubiert. Zur Verbesserung der
Wachstumsbedingungen fiir HBLAK, wurden speziell beschichtete 25 cm2-Kulturflaschen, so
genannte Advanced TC Flaschen von Greiner bio-one mit 5 ml Medium verwendet. Wie auch
die UCCs wurde die HBLAK-Zelllinie zweimal wochentlich passagiert. Dazu wurde das alte
Medium aus der Flasche mit einer Stripette abgesaugt und in einem Falconréhrchen
gesammelt. Nachdem die Zellen mit DPBS gewaschen wurden, wurde zum Abldsen der Zellen
2 ml Accutase hinzugegeben und die Zellen fiir ca. 5 Minuten bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Erneut wurde das Ablésen der Zellen im Mikroskop kontrolliert. Da Accutase nicht
abgestoppt werden kann, wurde das zuvor gesammelte alte Medium hinzugefiigt und die
Accutase somit verdiinnt. Die entstandene Zellsuspension wurde in ein Falconréhrchen
gegeben und bei 200 g fiir 5Minuten zentrifugiert. AbschlieRend wurde der Uberstand
abgesaugt, die Zellen in neuem CnT-Prime Medium resuspendiert und im gewiinschten

Verhaltnis in eine neue Kulturflasche tberfiihrt.

3.1.4 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl pro Milliliter wurden die Zellen zunichst aus den
Zellkulturflaschen gelést und zentrifugiert. Die Zellsuspension, die nach erneuter
Resuspension und ﬂberfijhrung in neue Zellkulturflaschen zurtickblieb, wurde fir die
Zellzahlung verwendet. Dazu wurden 10 pl des Farbstoffs Trypanblau (0,4 %) mit 10 pl
Zellsuspension vermischt und anschlieRend 10 pl der entstandenen Losung auf eine
Zahlkammer pipettiert. Die Zahlung der Zellen erfolgte durch den automatischen Zellzidhler
TC20TM von BioRad. Dieser unterscheidet zwischen der Anzahl aller Zellen und der Anzahl

lebender Zellen. Fiir die Berechnungen wurde die Anzahl lebender Zellen verwendet.

3.1.5 Zellaussaat

Zur Durchfithrung der Versuche wurden die verschiedenen Zelllinien in 96- und
6-Well-Platten ausgesit. Aufgrund der unterschiedlichen Proliferationsgeschwindigkeiten
wurde pro Zelllinie eine individuelle Zellzahl pro Well festgelegt. Diese sind Tabelle 29 zu
entnehmen. Zur Aussaat in 96- oder 6-Well-Platten wurde zunéachst die Zellzahlbestimmung
durchgefiihrt. Das benétigte Volumen Zellsuspension wurde berechnet, in ein Falconréhrchen
tiberfiihrt und mit frischem Medium aufgefiillt. Somit erhielt man das jeweils gewiinschte
Behandlungsvolumen mit der entsprechenden Zellzahl pro Well. Die Aussaat in
96-Well-Platten wurde mithilfe eines Mehrfachdispensers durchgefiihrt. Zusatzlich dazu
wurden auf jeder Platte 2 - 4 Wells nur mit 50 pl Medium gefillt, um diesen als Leer-Probe

(Blank) zu verwenden. Die restlichen freien Wells wurden mit DPBS aufgefiillt, um einen
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moglichen Verdampfungseffekt zu minimieren. Nach der Aussaat erfolgte die Inkubation der
Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5%igem CO.-Gehalt fiir 24 Stunden. Erst im Anschluss

wurden weitere Behandlungen durchgefiihrt.

Tabelle 29: Zelllinien-spezifische Anzahl Zellen, die pro Well ausgesit wurden. Abhingig von der
Proliferationsgeschwindigkeit der Zelllinien wurde die optimale Zellzahl pro 96-Well bzw. 6-Well
bestimmt und die Anzahl wie in der dargestellten Tabelle festgelegt. Wenn keine Zellzahl/Well

angegeben ist, so wurde die entsprechende Zelllinie im Zuge dieses Projektes nicht in das Format

ausgesat.

Platte Zelllinie Zellzahl/Well Aussaatvolumen
96-Well RT-112 4.000 50 pl
96-Well T24 1.500 50 pl
96-Well 253] 3.000 50 pl
96-Well ]82 4.000 50 pl
96-Well UM-UC-3 2.000 50 pl
96-Well VM-CUB1 2.000 50 pl
96-Well RT-112 LTT 10.000 50 pl
96-Well T24 LTT 5.000 50 pl
96-Well 253JLTT 4.000 50 pl
96-Well J82 LTT 4.000 50 pl
96-Well HBLAK 2.500 50 pl
6-Well RT-112 180.000 2.000 pl
6-Well T24 50.000 2.000 pl
6-Well 253] 135.000 2.000 pl
6-Well J82 / /
6-Well UM-UC-3 / /
6-Well VM-CUB1 / /
6-Well RT-112 LTT 330.000 2.000 pl
6-Well T24 LTT 250.000 2.000 pl
6-Well 253JLTT 250.000 2.000 pl
6-Well J82 LTT / /
6-Well HBLAK 200.000 2.000 pl
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3.2 MTT-Test zur Bestimmung der Zellviabilitat

Zur Bestimmung der Zellviabilitit nach der Wirkstoffbehandlung wurde der MTT-Test
angewandt. MTT steht dabei fiir 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide, und ist ein gelber, wasserloslicher Farbstoff, der membrangangig ist und dadurch in
die Zellen eindringen kann. In lebenden Zellen erfolgt durch die mitochondriale
Dehydrogenase eine Reduktion des gelben Farbstoffes in das blau-violette wasserunldsliche
Formazan, welches nicht mehr membrangidngig ist und dadurch in lebenden Zellen
akkumuliert. Anschlieffend kann die Intensitit des blauen Farbstoffes photometrisch
analysiert werden und dadurch Riickschliisse auf die quantitative Viabilitit der Zellen

gezogen werden (Gstraunthaler and Lindl, 2013).

Fiir den MTT-Test wurden die Zellen in 96-Well-Platten ausgesiat, mit den jeweiligen
Wirkstoffen behandelt und inkubiert. 72 Stunden nach der Behandlung wurden mit dem
Mehrfachdispenser 10 pl der MTT-Losung (5 mg/ml PBS) in jedes zu messende Well gegeben
(inkl. der Leerprobe/Blank). Anschliefiend folgte eine erneute Inkubation bei 37°C und 5%
CO.. Die parentalen UCCs wurden fir eine Stunde inkubiert, die LTT- Zelllinien wurden fiir
1,5 Stunden inkubiert. Fiir die Kontrollzelllinie HBLAK erfolgte eine Inkubation von 4
Stunden. Nach der Inkubationszeit wurde das Reagenz vollstindig abgeschiittet und 50 pl
DMSO in jedes Well gegeben. Durch die Zugabe des DMSO wurde der zuvor entstandene
blau-violette Farbstoff aus den Zellen freigegeben. Dadurch entstand eine homogen gefarbte
Flissigkeit, die im iMark Microplater Reader gemessen werden konnte. Die photometrische

Messung erfolgte bei einer Wellenldnge von 595 nm (Referenzwellenldnge 750 nm).

3.2.1 Monotherapie und ICso-Bestimmung

Im Zuge dieses Projektes wurden die zwei PARPi Olaparib und Talazoparib, der HDACI
Romidepsin, der BETi PLX und das Zytostatikum Cisplatin verwendet. Dazu wurden die
Inhibitoren zunachst unter sterilen Bedingungen in 100% DMSO gelést. Cisplatin war bereits

in wassriger Losung.

Fiir die vier Inhibitoren Olaparib, Talazoparib, Romidepsin und PLX wurde die mittlere
inhibitorische Konzentration, der so genannte I[Cso-Wert, fiir jede Zelllinie individuell
bestimmt. Der [Cso-Wert gibt die Konzentrationen der einzelnen Substanzen an, bei der bei
gleichbleibenden Bedingungen 50% der Zellen noch vital sind. Zur Bestimmung des Wertes
wurden die einzelnen Zelllinien in 50 pl Medium auf 96-Well-Platten ausgesit und 24
Stunden bei 37°C und 5%igem CO:-Gehalt inkubiert. Danach erfolgte die Behandlung der
Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen in sieben bzw. acht Abstufungen gemafd Tabelle
30. Fir jede Konzentration wurden Quadruplikate angefertigt. Als Null-Konzentration wurde

DMSO entsprechend der hdochsten Inhibitorkonzentration verwendet, um die mdogliche
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zytotoxische Wirkung von DMSO offen zu legen und bei der anschliefienden MTT-Analyse zu

berticksichtigen.

Tabelle 30: Inhibitor-Konzentrationen zur Bestimmung der Zelllinien-spezifischen ICso-Werte.
Die Tabelle zeigt die Wirkstoffklassen, die einzelnen Wirkstoffe, sowie die Zelllinien, fiir die eine
ICso-Bestimmung durchgefiihrt wurde. Die Auswahl geeigneter Konzentrationen basierte auf Angaben
aus der Literatur und Erfahrungswerten aus der Arbeitsgruppe. Achtung: Fiir den BETi und die beiden

PARPi sind die Angaben in pM, fiir den HDACi in nM angegeben.

Wirkstoff Wirkstoff Zelllinie Inhibitor-Konzentrationen in pM/fiir Romidepsin in nM
-klasse
BETi PLX51107 RT-112,T24, 0(DMSO) 0,5 1,0 2,5 50 7,5 10,0 15,0
253],]82,
RT-112 LTT,
T24 LTT,
253] LTT,
J82 LTT
HDACI Romidepsin RT-112,T24, 0(DMSO) 0,1 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 50
RT-112 LTT,
T24LTT
PARPi Olaparib alle UCCs 0 (DMSO) 5,0 10,0 15,0 20,0 250 50,0 100,0
alle LTTs
PARPi Olaparib HBLAK 0 (DMSO) 1,0 2,5 50 7,5 10,0 20,0
PARPi Talazoparib  T24, 253], 0 (DMSO) 0,125 0,25 0,5 0,75 1,0 2,0 3,0
J82,
T24 LTT,
253] LTT,
J82 LTT
PARPi Talazoparib RT-112, 0 (DMSO) 0,05 1,0 50 10,0 150 20,0 50,0

RT-112 LTT

Die Zellen wurden nach der Behandlung fiir 72 Stunden erneut inkubiert und im Anschluss
ein MTT-Test zur Messung der Zellviabilitit durchgefiihrt. Von den Quadruplikaten wurde
aus den im MTT-Test gemessenen Werten der Mittelwert gebildet und dieser auf die
DMSO-Kontrolle relativiert. Diese Berechnungen wurden mit Microsoft Excel durchgefiihrt.

Mithilfe der Software GraphPad Prism 8 wurden anhand der Daten die [Cso-Werte berechnet
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und die entsprechenden Graphen erstellt. Die ICso-Werte fiir die Zelllinien UM-UC-3,
VM-CUB1 und HBLAK fiir die Wirkstoffe Talazoparib und PLX wurden aus Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe iibernommen (Thy et al., 2021). Dartiiber hinaus lagen auch die ICso-Werte fiir
die Zelllinien RT-112, T24, 253], J82 und die entsprechenden LTTs fiir das Zytostatikum
Cisplatin bereits aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe vor und wurden ebenfalls iibernommen
(Skowron et al.,, 2018). Alle gemessenen ICso-Werte sind Tabelle 31 zu entnehmen. Aus
Griinden der Praktikabilitit und Ldslichkeitslimitation, wurden teilweise bei weiteren
Experimenten angepasste, reduzierte 1Cso-Werte verwendet. Die tatsdchlich verwendeten

Dosierungen sind in Tabelle 32 gelistet.

Tabelle 31: Gemessene ICso-Werte der einzelnen Substanzen. Die Messung der Zellviabilitat
erfolgte mithilfe eines MTT-Tests. Die mit einem * gekennzeichneten Werte stammen aus Vorarbeiten

der AG Harnblase und wurden im Zuge dieses Projektes nicht erneut validiert.

ICs0 Olaparib ICso Talazoparib ICs0 PLX51107 ICso Romidepsin ICso Cisplatin

RT-112 97,2 uM 25,5 uM 3,0 uM 2,5nM 10,5 pM*
T24 18,6 uM 0,8 M 2,1 uM 1,5nM 3,5 uM*
253] 51,6 uM 0,68 UM 3,2 M 4,5 uM*
]82 52,7 uM 0,8 M - 1,7 uM*
RT-112 LTT 80,9 uM 52,8 uM 1,3 uM 2,0 nM 333,0 uM*
T24 LTT 5,0 uM 0,12 uM 0,8 M 0,7 nM 82,0 uM*
253] LTT 43,1 uM 4,9 uM 1,3 uM 83,9 uM*
J82 LTT 12,1 uM 0,13 uM 3,1 uM 18,8 uM*
UM-UC-3 11,0 uM 1,0 uM* 8,8 uM*

VM-CUB1 19,9 uM 1,0 uM* 2,0 pM*

HBLAK 9,5 uM 1,0 uM* 0,6 pM*

Tabelle 32: Verwendete ICso-Werte der einzelnen Substanzen. Aufgrund von
Loslichkeitslimitationen und besserer Praktikabilitat im Labor wurden fiir alle weiteren Versuche die

hier gelisteten ICso-Werte verwendet.

ICs0 Olaparib ICso Talazoparib ICso PLX51107 ICso Romidepsin ICso Cisplatin

RT-112 50,0 uM 25,5 uM 3,0 uM 2,5 nM 10,5 uM
T24 18,0 uM 0,8 uM 2,0 uM 1,5 nM 3,5 uM
253] 50,0 uM 0,8 uM 3,0 uM 4,5 uM
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182 50,0 yM 0,8 uM 3,0 uM 1,7 yM
RT-112 LTT 50,0 uM 53,0 uM 1,3 uM 2,0 nM 333,0 uM
T24 LTT 7,5 uM 0,13 uM 1,3 uM 0,7 nM 82,0 yM
253]JLTT 50,0 uM 5,0 uM 1,3 uM 83,9 uM
J82 LTT 7,5 uM 0,13 uM 1,3 uM 18,8 uM
UM-UC-3 11,0 uM 8,8 uM

VM-CUB1 19,9 uM 2,0 uM

HBLAK 9,5 uM 0,6 uM

3.2.2 Kombinationstherapie und Synergieanalyse

Um herauszufinden, ob PARPi in Kombination mit anderen epigenetischen Inhibitoren bzw.
dem Zytostatikum Cisplatin einen synergistischen Effekt auf die Zellviabilitat haben, wurden
Kombinationstherapien und eine anschliefiende Synergieanalyse durchgefiihrt. Dazu wurden
die einzelnen Zelllinien zundchst in 96-Well-Platten ausgesidt und 24 Stunden inkubiert
(37°C, 5% CO3). Im Anschluss erfolgte die Behandlung gemaf$ des in Tabelle 33 dargestellten

Schemas in Form einer Diagonalen aus festen Verhaltnissen der ICso-Werte als Vierfachwerte.

Tabelle 33: Behandlungsschema fiir die Kombination zweier Wirkstoffe. Fiir die Synergieanalyse
wurde die Kombinationstherapie in Form eines diagonalen Behandlungsschemas durchgefiihrt. Die
dargestellten Kreuze (X) markieren die angewandten Kombinationen aus Wirkstoff 1 und Wirkstoff 2.

Die I1Cso-Werte pro Wirkstoff und Zelllinie sind Tabelle 32 zu entnehmen.

Wirkstoff 1
0xICso 0,125 x ICso 0,25x1Cs0 0,5 x1Cs0 0,75x1Cs0 1,0 xICso 1,5 x ICso
0x1ICso X

0,125 x ICso X
0,25 xICso X

0,5 x1Cso X

Wirkstoff 2

0,75 x ICso X
1,0 x ICso X

1,5 x ICso X

Die sieben Konzentrationsabstufungen wurden ausgehend von den jeweiligen 1Cso-Werten
der einzelnen Substanzen und der individuellen Zelllinien berechnet und in 50 pul Medium

entsprechend der gewlinschten Endkonzentration verdiinnt. Zusatzlich zu der
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Kombinationsbehandlung  wurden die beiden  Wirkstoffe in den  gleichen
Konzentrationsabstufungen auch als Monotherapie angewandt, um einen direkten Vergleich
zwischen Einzel- und Kombinationsbehandlung zu erhalten und um die Synergieanalyse
durchfiihren zu konnen. Anhand der auf die Kontrolle normierten Ergebnisse wurde mithilfe
der Software CompuSyn die Synergieanalyse nach Chou-Talalay durchgefiihrt (Chou, 2010).
Aus diesen Daten errechnete die Software einen so genannten Combination-Index (CI) und
stellte diesen in einem CI-Plot dar. Die entstehende Graphik zeigte, ob die Kombination der
beiden Wirkstoffe einen synergistischen (CI < 1), einen additiven (CI = 1) oder einen
antagonistischen Effekt (CI > 1) hatte. Im Falle eines synergistischen Effektes zweier
Substanzen (CI < 1) wurde nachfolgend die vollstindige Kombinationsmatrix angefertigt.
Diese entspricht des in Tabelle 33 dargestellten Schemas mit der Anderung, dass nicht nur
die diagonalen Kombinationen, sondern alle moglichen Kombinationen (nicht feste
[Cso-Verhaltnisse) in Quadruplikaten auf die Zellen angewandt wurden. Nach einer
72-stiindigen Inkubation nach Behandlung, erfolgte die MTT-Analyse und die anschlief3ende
Auswertung der Daten mit Microsoft Excel. Dazu wurden die Mittelwerte der Vierfachwerte
errechnet und diese auf die Kontrolle relativiert. Die Graphen wurden ebenfalls mit Excel

erstellt.

3.3 Klonogenitatstest und Giemsa/ Kristallviolett Farbung

Der Klonogenitdtstest diente dazu die Langzeitproliferation der Zellen mit und ohne die
unterschiedlichen Behandlungen zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden die einzelnen
Zellreihen zunéchst gemafd Tabelle 29 in 6-Well-Platten ausgesit und 24 Stunden bei 37° und
5%igem CO: inkubiert. Danach erfolgte die Behandlung der Zellen mit den gewiinschten
Substanzen und Konzentrationen, sowie der jeweiligen DMSO-Kontrolle. Anschlief3end
wurden die behandelten Zellen wiederum fiir 72 Stunden inkubiert. Im Anschluss folgte die
Ernte der Zellen und die verdiinnte Aussaat auf neue 6-Well-Platten. Dazu wurde das alte
Medium aus den Wells abgesaugt und die Zellen mit DPBS kurz gewaschen. Danach wurden
0,3 ml Trypsin auf die Wells gegeben und diese kurz inkubiert, um die Zellen abzuldsen.
Durch die Zugabe von Medium wurde die Reaktion des Trypsins abgestoppt und die
abgelosten Zellen in Falconréhrchen tiberfiihrt. Anschliefend wurde die Anzahl der Zellen
der DMSO-Probe pro ml bestimmt. Ausgehend von diesem Wert wurde das benotigte
Volumen Zellsuspension berechnet, um 1.000 Zellen pro 6-Well zu erhalten. Das fiir die
DMSO-Probe errechnete Volumen wurde ohne weitere Zellzidhlung auch fiir die behandelten
Zellen iibernommen, um eine bessere Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. In jedes 6-Well
wurden dann 2 ml Medium vorgelegt und das entsprechende Volumen Zellsuspension in
Triplikaten hinzugefiigt. Anschliefend wurden die 6-Well-Platten wieder im Inkubator bei
37°Cund 5% CO; gelagert.
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Die Inkubationszeit variierte zwischen 9 und 15 Tagen bei den UCCs und den LTTs. Die
Kontrollzellline musste fiir 25 Tagen inkubiert werden. Ausschlaggebend fiir die
Inkubationszeit war die Bildung von einzelnen Kolonien in der DMSO-Kontrolle, ohne dass
diese konfluent wurden. Fir die Fixierung und Anfarbung der Zellkolonien wurde das
Medium aus den Wells abgesaugt und die Zellen mit DPBS gewaschen. Danach folge ein
erneuter Waschschritt mit 3 ml pro Well DPBS und 100%igem Methanol in einer 1:1
Mischlosung. Anschlief}end wurden die Zellen mit 3 ml reinem Methanol bei
Raumtemperatur (RT) fiir 10 Minuten fixiert. Nach der Fixierung folgte die Farbung der
Zellen mit Giemsa-Losung. Dazu wurden die Wells mit der Farbelosung bedeckt, ca. 2
Minuten bei RT inkubiert und anschliefend mit Wasser gewaschen. Da die Kontrollzelllinie
HBLAK sich nur sehr schwer anfiarben lief3, wurde bei dieser Zelllinie mit analog 0,1%iger
Kristallviolettlosung (geldst in DPBS) nachgefarbt. Die Dokumentation der Kolonien erfolgte

im Anschluss mit dem Scanner Canon 4400F.
3.4 RNA-Analysen

3.4.1 RNA-Isolierung

Zur Isolierung der RNA aus den Zellen wurden die gewilinschten Zelllinien zunachst in
6-Wells ausgesdt und nach 24 Stunden mit den verschiedenen Substanzen behandelt. In
diesem Projekt erfolgte die RNA-Isolierung fiir die Zelllinien RT-112, T24, 253], RT-112 LTT,
T24 LTT und 253] LTT mit den folgenden Behandlungen: DMSO (Kontrolle), 1 x ICso Olaparib,
1x1C50PLX und die Kombination aus 1 xICsoOlaparib + 1 x1CsoPLX. Der ICso fiir die
jeweiligen Zelllinien und Wirkstoffe ist Tabelle 32 zu entnehmen. Die anschliefdende
Durchfiihrung der RNA-Isolation wurde mit dem QIAshredder® und dem RNeasy Mini Kit®
von Qiagen nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Da die Zellen zu diesem Zeitpunkt bereits
aus den 6-Well-Platten gel6st waren, wurde abweichend von den Angaben im Handbuch der
von Qiagen gelieferte RLT-Putter nicht auf die Wells pipettiert, sondern direkt in die
Falconrohrchen gegeben. Der von Qiagen optional empfohlene Schritt des DNAse-Verdaus
wurde bei allen Proben durchgefiihrt. Dafiir wurde das RNAse-free DNAse Set von Qiagen
nach Herstellerangaben verwendet. Nach abschliefender Elution der RNA in 80 pl
RNAse-freiem Wasser erfolgte die Messung des RNA-Gehaltes sowie der Reinheit der RNA

mittels NanoDrop®. Die Proben wurden anschlieféend bei -80°C gelagert.

3.4.2 Reverse Transkription

Mithilfe der Reversen Transkription wurde die isolierte RNA aus den Zellen in
complementary DNA (cDNA) umgewandelt, um im Anschluss eine quantitative real time
(=Echtzeit) Polymerasekettenreaktion (qQRT-PCR) durchfiihren zu kénnen. Dafiir wurde das

FastGene® Scriptase Il cDNA Kit von Nippon Genetics nach Herstellerangaben verwendet. Fiir
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jede Probe wurde 1 pg RNA eingesetzt. Abweichend vom Herstellerprotokoll wurde die
FastGene® Scriptase Il bereits vor der 2-miniitigen Inkubation bei 42°C zu den Proben
hinzugefiigt. Der optionale Schritt einer anschlieflenden 2-miniitigen Inkubation bei 25°C
wurde ebenfalls durchgefiihrt. Nach der abgeschlossenen Umwandlung wurde die fertige

cDNA bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

3.4.3 qRT-PCR

Zur Bestimmung der quantitativen Expression bestimmter Gene in der zuvor aus den Proben
gewonnenen cDNA wurde die qRT-PCR durchgefiihrt. Dabei erfolgen die Vervielfaltigung und
die Fluoreszenzmarkierung der Nukleinsauren zeitgleich mit der Quantifizierung der Gene.
Der sogenannte quantification cycle Wert (Cq-Wert) gibt dabei den PCR-Zyklus an, in dem die
gemessene Fluoreszenz des gesuchten Gen-Abschnitts die Hintergrundfluoreszenz iibersteigt.
Je niedriger dieser Wert ist, desto starker ist das Fluoreszenzsignal und desto hoher ist somit

die Genexpression.

Fiir die qRT-PCR wurden die zuvor hergestellten cDNA-Proben zunachst in einem Verhaltnis
von 1:20 mit sterilem Wasser verdiinnt. Zuséatzlich zu den Proben wurde bei jeder Messung
eine fiir das zu messende Gen festgelegte Standardreihe mitgemessen. Diese gab Aufschluss
tiber die Qualitat der durchgefiihrten qRT-PCR und ermoglichte eine interne Quantifizierung
der Expression. Der Standard wurde 1:20, 1:200 und 1:2.000 mit sterilem Wasser verdiinnt.
Auflerdem wurde bei jeder Messung auch eine H,0 Negativ-Kontrolle angefertigt. Der jeweils
verwendete Primer, sowie die Primer-spezifischen Temperaturen, verwendeten Reagenzien,
sowie der Standard sind Tabelle 13 zu entnehmen. Die zu messenden Proben, sowie die
Standardreihe wurde in Triplikaten auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Dazu wurden zunachst
18 pl des Mastermixes in jedes Well pipettiert (siehe Tabelle 12). Danach wurden jeweils 2 pl
der verdiinnten cDNA hinzugegeben. Die Messung der 96-Well-Platten erfolgte mit dem Light
Cycler® 96. Die dabei gewaihlten Einstellungen (Anzahl Amplifikationsschritte und

Temperatur) sind Tabelle 13 zu entnehmen.

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde die Light Cycler® 96 Software verwendet. Diese
lieferte anhand der Cq-Werte und der Standardreihe eine relative Konzentration in der
jeweiligen Probe. Zum Ausgleich von Pipettierungsungenauigkeiten wurde zusatzlich die
Expression des Haushaltsgens TBP (TATA-Box bindendes Protein) gemessen und die Werte
des Zielgens der jeweiligen Probe darauf normiert. Zur besseren Visualisierung von
Expressionsveranderungen nach Behandlung wurde der fold change (FC) der behandelten
Proben zur DMSO-Kontrollprobe errechnet. Daflir wurde aus den Triplikaten der
DMSO-Probe der Mittelwert errechnet und die relativierten behandelten Proben durch

diesen Mittelwert dividiert. AnschliefRend wurde fiir jedes Ergebnis der Logarithmus zur
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Basis zwei berechnet. Aus den jeweiligen Triplikaten konnte abschlieféend der Mittelwert,

sowie die Standardabweichung errechnet werden.

3.4.4 Auswertung der RNAseq-Daten

Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe lagen umfassende Transkriptomdaten vor, die mittels
einer RNA-Sequenzierung (RNAseq) erstellt wurden. Die dafiir bendtigten Proben wurden
von der Arbeitsgruppe hergestellt und vom Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum
Diisseldorf (BMFZ) sequenziert. Fiir die Sequenzierung wurde die isolierte RNA folgender
Zelllinien bereitgestellt: VM-CUB1, UM-UC-3, RT-112, T24, J82, RT-112 LTT, T24 LTT, J82 LTT
und HBLAK. Dariiber hinaus wurden aufierdem Proben der Zelllinien VM-CUB1, UM-UC-3
und HBLAK isoliert und sequenziert, die zuvor mit dem BETi PLX behandelt wurden. Dafiir
wurde der ICso-Wert der jeweiligen Zelllinie verwendet. Die vom BMFZ gemessenen
Hochdurchsatzdaten wurden der Arbeitsgruppe in Form von Excel-Listen zur Verfiigung
gestellt. Neben den Rohdaten wurden die Daten in Relation zu Kontrollen gesetzt, um somit
Genexpressionsveranderungen ermitteln zu konnen. Die unbehandelten parentalen UCCs
wurden in Relation zur HBLAK-Kontrollzelllinie gesetzt. Die Cisplatin-resistenten LTTs
wurden relativ zu ihren jeweiligen parentalen Zelllinien verrechnet. Die PLX-behandelten
Zelllinien wurden auf ihre jeweiligen DMSO-Kontrollproben relativiert. Die daraus
ermittelten Genexpressionsverdnderungen wurden als FC angegeben. Alle statistisch
signifikanten Verdnderungen wurden aufgelistet. Dabei wurde ein Signifikanzniveau von
p<0,05 bei Bonferroni-Adjustierung als Schwellenwert festgelegt. Bei der darauf
aufbauenden Analyse der Daten wurden alle Genexpressionen mit einem FC = 1,5

verwendet, da man hier von einer biologischen Relevanz ausgehen kann.
3.5 Protein-Analysen

3.5.1 Protein-Isolierung

Fiir die Isolierung der Proteine aus Zellen wurden die gewiinschten Zelllinien in
6-Well-Platten ausgesit und 24 Stunden inkubiert. Danach erfolgte die Behandlung mit den
verschiedenen Wirkstoffen. Analog zur RNA-Isolierung erfolgte die Protein-Isolierung fiir die
Zelllinien RT-112, T24, 253], RT-112 LTT, T24 LTT und 253] LTT mit den jeweiligen
Behandlungen DMSO (Kontrolle), 1 xICsoOlaparib, 1xI1Cs0PLX und 1 xICsoOlaparib
+ 1 x ICs50 PLX. Die verwendeten ICso-Werte sind in Tabelle 32 gelistet. 72 Stunden nach der
Behandlung wurde das Medium aus den 6-Wells abgesaugt und die Zellen mit 2 ml DPBS pro
Well gewaschen. Anschlieflend wurden die 6-Well-Platten auf Eis gelegt und mit 80 pl
Lysis-Puffer (RIPA-Puffer + Protease-Inhibitor und Phosphatase Inhibitor beide im Verhaltnis
1:100 zum RIPA-Puffer) pro Well behandelt. Mithilfe eines Zellschabers wurden die Zellen

vom Well-Boden geldst, zusammengeschoben und in ein Mikroreaktionsgefafd tiberfiithrt. Um
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die Zellen vollstandig zu lysieren, wurden diese im Reaktionsgefafd noch einmal ausgiebig auf
dem Vortexmischer geschiittelt. Anschliefiend folgte eine 30-miniitige Inkubation auf Eis.
Nach der Inkubationszeit wurden die Proben erneut auf dem Vortexmischer geschiittelt und
anschliefdend in der Kiihlzentrifuge fiir 10 Minuten bei 12.000g bei 4°C zentrifugiert, um
mogliche Zelltriimmer aus der Probe zu entfernen. Der dabei entstandene Uberstand wurde
in neue gekiihlte Mikroreaktionsgefafie transferiert und anschliefiend bei -80°C bis zur

weiteren Verarbeitung gelagert.

3.5.2 BCA-Test

Zur quantitativen Proteinbestimmung wurde ein BCA-Protein-Test durchgefiihrt. Der Test
beruht darauf, dass Peptidbindungen an zweiwertige Kupferionen binden, die bei alkalischem
pH-Wert reduziert werden. Die hinzugegebene Bicinchoninsdure (BCA) bindet diese freien
Kupferionen, wodurch ein blau-violetter Farbkomplex entsteht, der photometrisch gemessen
werden kann. Je mehr Peptide bzw. Proteine vorhanden sind, desto intensiver ist die Firbung

beim BCA-Test (Rehm and Letzel, 2010).

Fir die Durchfiihrung des BCA-Tests wurde das Pierce BCA Protein-Assay-Kit von Thermo
Fisher verwendet. Zundchst wurde eine Standardreihe aus sieben Verdiinnungen angefertigt.
Dazu wurde Bovines Serumalbumin (BSA) mit einer Konzentration von 2.000 pg/ml als
erster Standard verwendet. Dieser wurde jeweils 1:2 mit RIPA-Puffer weiter verdiinnt, so
dass eine Verdiinnungsreihe mit folgenden Werten entstand: 2.000 pg/ml, 1.000 pg/ml,
500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 63 pg/ml und 32 pg/ml. Die zu messenden Proben wurden
im Verhaltnis 1:5 mit RIPA-Puffer verdiinnt, da das verwendete Messgerat nur bis zu einer
Proteinkonzentration von 2 mg/ml valide Messwerte lieferte. Zur Herstellung des BCA-Mixes
wurde Reagenz B aus dem verwendeten Kit im Verhéltnis 1:50 in Reagenz A verdiinnt.
Anschlieflend wurden die Standardreihe, die zu messenden Proben, sowie ein Nullwert
(RIPA-Puffer) in Duplikaten (10 pl pro Well) auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Jedem Well
wurden 200 pl des BCA-Mixes hinzugefiigt und die Platte anschliefSend 30 Minuten bei 37°C
im Brutschrank inkubiert. Die photometrische Messung erfolgte mit dem Microplate reader
iMark bei 595 nm. Die vom Gerat ausgegebene Proteinkonzentration pro Probe wurde mit
dem Verdiinnungsfaktor fiinf multipliziert und aus den jeweiligen Duplikaten der Mittelwert

bestimmt.

3.5.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Bei der sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-Page) werden Proteine
in einem elektrischen Feld gemafs ihrer Molekiilmasse aufgetrennt. Dazu wurden aus den
zuvor isolierten Proteinen jeweils 20 pg mit RIPA-Puffer auf 18 pl aufgefillt. Grundlage fiir

die Berechnung des dafiir benétigten Probenvolumens bildeten die Werte des zuvor
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durchgefiihrten BCA-Tests. Anschlieféend wurde zu jeder Probe 6 pl Roti-Load1-Probenpuffer
(4-fach konzentriert) hinzugegeben, so dass die Gesamtmenge pro Probe 24 pl war. Danach
folgte eine 5-miniitige Denaturierung der Proben bei 95°C im Trio-Thermoblock. Im

Anschluss wurden die Proben bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.

Flir die Auftrennung der Proteine wurde ein 10%iges SDS-Polyacrylamid-Gel angefertigt. Die
fertigen Gele wurden in eine vertikale Laufkammer eingespannt, die mit 4°C kaltem Bio Rad
Elektrophorese Laufpuffer aufgefiillt wurde. Die Kammer selbst wurde ebenfalls auf Eis
gelagert, um einer moglichen Uberhitzung durch das elektrische Feld entgegenzuwirken.
Anschlieflend wurden zundchst 7 pl der PageRuler Prestained Protein Ladder als
Grofdenstandard in eine der Geltaschen pipettiert. AnschlieRend wurden jeweils 22 ul der
gekiihlten Proben in die Geltaschen aufgetragen. Die Auftrennung der Gele erfolgte zunachst
bei 100 Volt fiir 15 Minuten. Danach wurde die Spannung fiir weitere ca. 90 Minuten auf 180
Volt erhoht.

Tabelle 34: Zusammensetzung eines 10%igen Polyacrylamidgels. Die Angaben sind aufgeteilt in
Trenngel und Sammelgel. Bei der Herstellung wurde zunéchst das Trenngel zwischen die Glasplatten
gegossen. Nach ca. 20 Minuten wurde das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der Gelkamm
eingefithrt. Nach weiteren ca. 20 Minuten waren beide Gele vollstindig auspolymerisiert, so dass der

Gelkamm entfernt und die Gelkammern mit den Proben beladen werden konnten.

Material Volumen fiir zwei 10%ige Volumen fiir zwei
Polyacrylamidgele (Trenngel) Polyacrylamidgele (Sammelgel)

H20 4 ml 3,4 ml

PAA 30 % 3,3ml 0,83 ml

1,5 M Tris pH 8,8 2,5ml /

1,0 M Tris pH 6,8 / 0,63 ml

10 % SDS in dest. H20 0,1 ml 0,05 ml

10 % APSin dest. H20 0,1ml 0,05ml

TEMED 0,005 ml 0,005 ml

3.5.4 Western Blot

Im Anschluss an die Auftrennung der Proteine im SDS-Polyacrylamidgel wurden die Proteine
mit dem Western Blot Verfahren auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran)
(0,45 pm) tlbertragen, um spezifische Proteine mittels Antikérper nachweisen zu konnen.

Dafiir wurde die PVDF-Membran von Merck Millipore zunachst fiir eine Minute in 100%igem
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Methanol getrankt und anschliefRend fiir zwei Minuten in H,0 gewaschen. Danach wurde die
Membran fiir ca. 5 Minuten in Blotting Puffer getrankt. Pro Membran wurden aufderdem vier
Whatman-Papiere vorbereitet, indem sie fiir ca. 5 Minuten in Blotting Puffer inkubiert
wurden. Anschliefend wurde der Blot wie folgt zusammengebaut, bevor er in die
Blotting-Kassette des Semidry Blotters von Bio Rad iiberfiihrt wurde: 2 x Whatman-Papier,
1x PVDF-Membran, 1 x SDS-Polyacrylamidgel, 2 x Whatman-Papier. Der Transfer der
Proteine erfolgte bei 25 Volt und 2,5 Ampere fiir 30 Minuten.

Nach dem Transfer wurden die Membranen fiir eine Stunde bei RT in 5%iger Milch
geschwenkt, so dass alle unspezifischen Antikorperbindungsstellen weitestgehend blockiert
wurden. Die 5%ige Milch wurde in TBS-T verdiinnt. Nach der einstlindigen Inkubation wurde
der Primdrantikorper entsprechend den Verdiinnungen nach Herstellerangaben in 5%ige
Milch gegeben und die Membranen darin iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Membranen zundchst fiir insgesamt 40 Minuten in TBS-T gewaschen. Danach
folgte die Behandlung mit dem Sekundarantikorper. Dazu wurde der Sekundarantikdrper in
1%iger Milch in TBS-T verdiinnt und fiir eine weitere Stunde bei RT inkubiert. Anschlief3end
folgte ein weiterer Waschschritt fiir insgesamt 40 Minuten in TBS-T. Alle verwendeten
Antikorper sowie die Antikorper-spezifischen Substanzen und Verfahren sind Tabelle 22 und

Tabelle 23 zu entnehmen.

Zur Detektion wurde abhangig vom Antikorper das Clarity Western ECL-Substrat von BioRad
oder das Super Signal West Femto Pierce von Thermo Fisher verwendet. Die vom Hersteller
gelieferten Substanzen A und B wurden dafiir 1:1 vermischt und auf die Membran gegeben.
Danach folgte eine 5-miniitige Inkubation im Dunkeln. Anschlief3end wurde die Detektion im
Chemolumineszenz Detektor Chemi Doc von BioRad durchgefiihrt. Die drei gemessenen

Antikorper wurden nacheinander ohne vorheriges Stripping inkubiert und detektiert.
3.6 Durchflusszytometrie

3.6.1 Zellzyklusanalyse

Im weiteren Verlauf des Projektes sollte untersucht werden, welchen Einfluss die gewahlten
Einzel- und Kombinationsbehandlungen auf den Zellzyklus der UCCs und LTTs haben. Dafiir
wurde eine Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Zur Einteilung der
Zellen in die einzelnen Zellzyklusphasen Sub-G1, G1, S und G2 /Mitose wurden die Proben mit
Propidium-lodit (PI) behandelt. Dieses interkaliert in die DNA der Zellen. Aufgrund der
Tatsache, dass in den unterschiedlichen Zellzyklusphasen ein unterschiedlicher DNA-Gehalt
vorliegt, kann das Fluoreszenzsignal zur Einteilung in Zellzyklusphasen verwendet werden.
Dafiir wurden die Zelllinien in 6-Well-Platten ausgesit und 24 Stunden inkubiert.

Anschliefiend erfolgte die Behandlung der Zellen gemafd dem oben dargestellten Vorgehen,
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sowie eine 72-stiindige Inkubation. Danach folgte die enzymatische Ablésung der Zellen aus
den Wells und die Uberfithrung in Polystyrolréhrchen. Die nach mehreren Waschschritten
und Zentrifugation entstandenen Zellpellets wurde dann in 500 pl Nicoletti-Puffer mit
2 pg/ml PI und 200 pg/ml RNAse resuspendiert und ausgiebig auf dem Vortexmischer
geschiittelt. Danach folgte eine 10-miniitige Inkubation bei RT im Dunkeln. Anschlief3end
wurden die Zellen abgedunkelt auf Eis gelagert und vor jeder Messung noch einmal griindlich
auf dem Vortexmischer geschiittelt, um Verklumpungen der Zellen zu vermeiden. Die
Messung des Zellzyklus wurde mit dem MACSQuant® Analyser durchgefiihrt. Die Auswertung
der Daten erfolgte mithilfe der MACSQuant® Software.

3.6.2 Apoptoseanalyse

Die Apoptoseanalyse mittels Durchflusszytometrie basiert auf der spezifischen Bindung von
Annexin V an Phosphatidylserin. Dieses befindet sich an der Innenseite der Zellmembranen.
Sind die Zellen intakt, also nicht apoptotisch, so kann Annexin V nicht an diese binden
(Zellstatus = lebendig). Im Falle eines apoptotischen Vorgangs wird das Phosphatidylserin
nach aufden gestiilpt, so dass das Annexin V daran bindet und in der Fluoreszenzmessung
detektiert wird (Zellstatus = frithe Apoptose). Eine weitere Unterscheidung erfolgt mit der
PI-Farbung. PI kann nur in Zellen mit einer durchlassigen Membran eindringen. In diesem
Fall sind die Zellen bereits in der spaten Apoptose bzw. nekrotisch. Nekrotische Zellen zeigen

sich zuséatzlich Annexin negativ.

Flr die Messung der Apoptose mittels Durchflusszytometrie wurden die Zellen erneut in
6-Well-Platten ausgesiat und mit den entsprechenden Substanzen behandelt. Nach einer
72-stiindigen Inkubationszeit wurden die Zellen fiir die Messung in der Durchflusszytometrie
vorbereitet. Dafiir wurden die Zellen aus den Wells geldst, gewaschen und zentrifugiert. Die
entstandenen Zellpellets wurden in 1 ml Annexin V-Binding Puffer gewaschen. Danach
wurden die Zellen erneut bei 700 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand
anschliefdend verworfen. Das nun entstandene Zellpellet wurde in 70 pl Annexin V-Binding
Puffer mit 2,5 pl Annexin V FITC-Konjugat und 7,5 pl PI pro Reagenzglas resuspendiert, auf
dem Vortexmischer geschiittelt und anschliefSend fiir 15 Minuten im Dunkeln bei RT
inkubiert. Nach der Inkubation wurden noch einmal 0,5 ml Annexin V-Binding Puffer zu jeder
Probe hinzugegeben und die Zellen abgedunkelt auf Eis gelagert. Vor jeder Messung wurden
die Proben ausgiebig auf dem Vortexmischer geschiittelt, um mogliche Zellklumpen zu lésen.
Die Messung erfolgte mit dem MACSQuant® Analyser. Die anschlieflende Auswertung wurde

mit der MACSQuant® Software durchgefiihrt.
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3.7 Statistische Auswertung

Bei den Versuchen wurden die in den jeweiligen Kapiteln beschriebenen
Mehrfachmessungen angefertigt und bei der Auswertung die Mittelwerte und die
Standardabweichungen berechnet. Diese sind in den Ergebnissen dargestellt. Die
Berechnungen wurden mit Microsoft Excel durchgefiihrt. Auf Basis dieser Werte wurden die
[Cso-Werte mit GraphPad Prism 8 berechnet. Die Synergieanalyse wurden mit der CompuSyn

Software Version 1.0 durchgefiihrt.

Statistische Vergleiche zwischen verschiedenen Gruppen wurden mithilfe der Software
GraphPad Prism 8 durchgefiihrt. Ein p-Wert <0,05 wurde dabei als signifikant gewertet. Fiir
die Berechnung der p-Werte wurde die one-way ANOVA Analyse angewandt. Der Tukey-Test

diente der Korrektur fiir multiples Testen.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswabhl eines geeigneten PARPI fiir die Behandlung der UC-Zelllinien

Um den Effekt von PARPi auf UCCs zu untersuchen, wurden die vier parentalen Zelllinien
RT-112, T24, 253] und ]J82 sowie ihre LTT-Sublinien mit dem PARPi Olaparib behandelt und
der Effekt auf die Viabilitat mittels MTT-Test ausgewertet (Abb. 4).

Wie erwartet zeigten die untersuchten parentalen UCCs keine hohe Sensitivitdt gegeniiber
der alleinigen Behandlung mit dem PARPi Olaparib. Am sensitivsten zeigte sich die Zelllinie
T24 mit einem gemessenen ICso-Wert von 18,6 uM, gefolgt von 253] mit 51,6 pM und ]J82 mit
52,7 uM. RT-112 erwies sich als weitaus resistenter gegeniiber der Behandlung mit einem
ICso von 97,2 uM. Auch die jeweiligen Cisplatin-resistenten Sublinien der Zelllinien wurden
mit Olaparib behandelt und ihre ICso-Werte bestimmt. Auch hier wurden hohe
Konzentrationen des PARPi benétigt, um einen alleinigen Effekt zu erzielen. Wie auch bei den
parentalen Zelllinien reagierte T24 LTT am sensitivsten mit einem ICso von 5,0 uM, gefolgt
von |82 LTT mit 12,1 pM und 253] LTT mit 43,1 puM. Auch hier benétigte RT-112 LTT mit
einem [Cso-Wert von 80,9 uM die hochste Konzentration im Gegensatz zu den anderen
LTT-Zelllinien. Auffillig war, dass alle Cisplatin-resistenten Zelllinien einen niedrigeren
ICso-Wert zeigten als ihre parentalen Sublinien, also sensitiver gegeniiber der Behandlung mit
einem PARPi waren. Besonders deutlich war dies in der Zelllinie J82 zu beobachten, die einen
Konzentrationsunterschied von tber 40 puM Olaparib zwischen der parentalen und der
LTT-Zelllinie zeigte. Mit Blick darauf, dass in diesem Projekt vor allem die Untersuchung
neuer Behandlungsmoglichkeiten Cisplatin-resistenter UCCs im Vordergrund stand, konnte

der PARPi Olaparib somit als vielversprechende Substanz weiterverwendet werden.

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurden bereits erste Versuche mit dem PARPi Talazoparib
und den UCCs UM-UC-3 und VM-CUB1 durchgefiihrt (Thy et al., 2021). Um an die Ergebnisse
dieser Arbeit ankniipfen zu kénnen und eine bessere Vergleichbarkeit zu schaffen wurden
auch UM-UC-3 und VM-CUB1 mit Olaparib behandelt und ihre ICso-Werte erneut bestimmt:
UM-UC-3 IC50 = 11,0 uM, VM-CUB1 ICs0 = 19,9 puM.

Als normale uroepitheliale Kontrollzelllinie wurden kommerziell erhaltliche HBLAK-Zellen
verwendet. Die ICso-Bestimmung mit Olaparib ergab eine Konzentration von 9,5 pM. Somit
muss man davon ausgehen, dass benigne Urothelzellen sensitiver auf die Mono-Behandlung

mit PARPi reagieren als die meisten UCCs.
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Abb. 4: Dosiswirkungskurven nach Behandlung der parentalen und Cisplatin-resistenten UCCs,
sowie HBLAK mit Olaparib. Dargestellt ist die logarithmierte Konzentration des PARPi Olaparib auf
der x-Achse und die jeweilige relative Zellviabilitit auf der y-Achse. Die Zellviabilitdt der behandelten
Ansatze wurde auf die der Losungsmittelkontrolle normiert. Die Graphen zeigen die Zellviabilitit in
Abhangigkeit zur Olaparib-Konzentration der Cisplatin-sensitiven und -resistenten UC-Zelllinien und

der Kontrollzelllinie HBLAK, sowie die jeweiligen Zelllinien-spezifischen ICso-Werte.

4.2 Wirksamkeit von PARPi in Kombination mit Cisplatin

Ein PARPi als Inhibitor der DNA-Maschinerie konnte auch in Kombination mit einer
DNA-schadigenden Substanz wie Cisplatin eine gute zytotoxische Wirksamkeit zeigen. Die
ICso-Werte fiir Cisplatin fiir die in diesem Projekt verwendeten acht Zelllinien waren bereits
bekannt (Tabelle 32). Fiir die Kombinationsbehandlung aus Olaparib und Cisplatin wurden
die individuellen ICso-Werte fiir die beiden Substanzen fiir die einzelnen Zelllinien mit
folgenden Werten multipliziert: [Csox 0, 1Cs0x 0,125, 1Cs0x 0,25, 1Cs50x0,5, 1C50%x0,75,
ICs0 x 1,0 und ICsp x 1,5. Tabelle 35 zeigt beispielhaft die Berechnung der Konzentrationen der

Mono- und Kombinationstherapie fiir die Zelllinie 253].
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Tabelle 35: Berechnung der Konzentrationen fiir Olaparib und Cisplatin fiir 253]. Dargestellt ist
beispielhaft die Berechnung der Einzel- und Kombinationskonzentrationen fiir die Behandlung der
Zelllinie 253] mit Olaparib und Cisplatin. Dabei wurde der jeweilige ICso-Wert fiir 253] mit dem

entsprechenden Faktor multipliziert.

Multiplikationsfaktor xICso Olaparib* xICso Cisplatin** Kombinationsbehandlung

0 (Kontrolle) 0uM 0 uM 0 uM Olaparib + 0 uM Cisplatin
0,125 6,25 uM 0,56 uyM 6,25 pM Olaparib + 0,56 uM Cisplatin
0,25 12,5 uM 1,13 uM 12,6 uM Olaparib + 1,13 uM Cisplatin
0,5 25,0 uyM 2,25 uM 25,0 uM Olaparib + 2,25 uM Cisplatin
0,75 37,5 uM 3,38 uM 37,5 uM Olaparib + 3,38 uM Cisplatin
1,0 50,0 uyM 4,5 uM 50,0 uM Olaparib + 4,5 uM Cisplatin
1,5 75,0 uM 6,75 uM 75,0 uM Olaparib + 6,75 puM Cisplatin

*ICso Olaparib fiir 253] = 50,0 uM

** [Cso Cisplatin fiir 253] = 4,5 pM

Die Zellviabilitit wurde mittels MTT-Test quantifiziert. In Abb. 5 ist beispielhaft die
MTT-Analyse der Kombinationsbehandlung auf die Zelllinie 253] abgebildet. Aus der
Abbildung wird ersichtlich, dass mit steigenden Konzentrationen der beiden Substanzen die
relative Viabilitat der Zellen sowohl bei der Mono- als auch bei der Kombinationstherapie
abnahm. Bei einer Konzentration von 1 x ICso lag die relative Viabilitdt wie zu erwarten bei
beiden Monotherapien bei ca. 50% (Olaparib = 0,41, Cisplatin = 0,46). Im direkten Vergleich
wurde deutlich, dass die Kombination aus 1 x ICso Olaparib + 1 x ICso Cisplatin einen
starkeren Einfluss auf die Viabilitit der Zellen hatte (= 0,34 relative Viabilitdt). Aber auch in
niedrigeren Dosierungen zeigte sich ein deutlich positiver Effekt der Kombinationstherapie
auf die Zellviabilitat: Bei einer ICso-Reduktion beider Substanzen um 50%, also 0,5 x ICsg

Olaparib + 0,5 x ICso Cisplatin, konnte bereits eine relative Viabilitit von 0,41 erreicht werden.

Mit Hilfe der Chou-Talalay Methode wurde fiir alle acht behandelten Zelllinien eine

Synergieanalyse fiir die Kombination der beiden Substanzen angefertigt (Abb. 5).
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Abb. 5: a) Dosiswirkungskurve der Mono- und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und

Cisplatin auf die Zelllinie 253]. Dargestellt ist der Multiplikationsfaktor des ICso-Wertes der

jeweiligen Substanz auf der x-Achse, sowie die relative Viabilitdt zur DMSO-Kontrolle auf der y-Achse.

b) Schematische Darstellung des Diagramms einer Chou-Talalay Analyse. Auf der x-Achse ist die

Fraction affected (1-relative Viabilitit = Anzahl der toten Zellen) abgebildet. Auf der y-Achse ist der
Combination Index (Cl) dargestellt. CI < 1 zeigt einen Synergismus, CI = 1 zeigt einen additiven Effekt,

CI > 1 zeigt einen antagonistischen Effekt. ¢) Chou-Talalay Analyse der Kombinationsbehandlung

aus Olaparib und Cisplatin. Die obere Reihe zeigt die Ergebnisse der Synergieanalyse der

Cisplatin-sensiblen UCCs, die untere Reihe zeigt die Ergebnisse der Cisplatin-resistenten LTT-Zelllinien.
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Abb. 5 zeigt, dass vor allem die parentale Zelllinie T24 von der Kombinationstherapie aus
Cisplatin und Olaparib profitierte. Hier war ein deutlicher synergistischer Effekt der beiden
Substanzen durch die Chou-Talalay Methode feststellbar (CI < 1). Bei den drei anderen
parentalen Zelllinien zeigte sich ein weniger positiver Kombinationseffekt. Zwar waren einige
Punkte des Graphen unterhalb der CI = 1 Markierung, doch blieb der starke synergistische
Effekt bei diesen Zelllinien aus. Noch deutlicher war diese Beobachtung bei den LTTs zu
machen. Bei den Cisplatin-resistenten Linien konnte lediglich bei T24 TT und bei J82 LTT in
den hohen Dosen ein Synergismus festgestellt werden. Bei allen anderen LTTs konnte auch
nach mehrmaliger Durchfiihrung des Versuchs in der Regel sogar ein antagonistischer Effekt
(CI > 1), allenfalls ein additiver Effekt (CI=1) gezeigt werden. Somit war diese

Kombinationsbehandlung fiir weitere Analysen nicht interessant.

4.3 Auswahl eines geeigneten epigenetischen Inhibitors fiir die Kombination mit
PARPi

Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe war bekannt, dass der HDACi Romidepsin in UCCs
ebenfalls einen Phadnotyp induziert, der einer BRCAness dhnelt. Aus diesem Grund wurde

dieser HDACi als erster epigenetischer Inhibitor fiir eine Kombination mit Olaparib

ausgewahlt.

Zunachst wurde erneut mit Hilfe von MTT-Tests der Romidepsin ICs fiir die parentalen und
die Cisplatin-resistenten UCCs bestimmt. Beispielhaft wurde hier zunachst mit den Zelllinien
RT-112 und T24 und ihren jeweiligen LTT-Partnern gearbeitet. Alle vier Zelllinien wurden
mit Dosierungen zwischen 1 nM und 5 nM behandelt. Besonders sensitiv zeigte sich die
Zelllinie T24 LTT mit einem ICso von 0,7 nM. RT-112 hatte den hochsten ICso von 2,5 nM.
Beide Cisplatin-resistenten Sublinien zeigten sich sensitiver gegeniiber der Einzelbehandlung
mit Romidepsin mit folgenden Werten: RT-112 LTT ICso = 2,0 nM, T24 LTT ICso = 0,7 nM
(Abb. 6).
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Abb. 6: Dosiswirkungskurven nach Behandlung der UC-Zelllinien RT-112 und T24, sowie ihre
LTT-Zelllinien mit Romidepsin. Dargestellt ist die logarithmierte Konzentration des HDACI
Romidepsin auf der x-Achse und die jeweilige relative Zellviabilitit auf der y-Achse. Die Graphen
zeigen die Zellviabilitit in Abhdngigkeit zur Romidepsin-Konzentration der Cisplatin-sensitiven- und

resistenten UC-Zelllinien, sowie die jeweiligen Zelllinien-spezifischen [Cso-Werte.
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Alle vier Zelllinien wurden anschlief3end mit der Kombination aus Romidepsin und Olaparib
behandelt und 72 Stunden inkubiert. Das Behandlungsschema entsprach den bereits zuvor
dargestellten Abstufungen von 0 x ICso bis 1,5 x ICs fiir beide Substanzen mit den jeweiligen
Zelllinien-spezifischen 1Cso-Werten (Schema siehe Tabelle 33). Wie auch bei der zuvor
beschriebenen Kombinationstherapie aus Olaparib und Cisplatin wurden die Daten mit Hilfe
eines MTT-Tests ausgewertet und durch die Chou-Talalay Methode ein Combination-Index
Plot fiir jede Zelllinie angefertigt. Die daraus entstandenen Diagramme sind in Abb. 7 zu

sehen.

RT-112 T24 RT-112 LTT T24LTT

2 o] 2

©
(o]
o ] \
(o] (o]
© o]
(o]
5 =]
)
a a

Abb. 7: Chou-Talalay Analyse der Kombinationsbehandlung aus Olaparib und Romidepsin.

Dargestellt sind die Ergebnisse der Synergieanalyse der Cisplatin-sensiblen UCCs RT-112 und T24,
sowie die jeweiligen Cisplatin-resistenten LTT-Zelllinien. Auf der x-Achse ist die Fraction affected
(1-relative Viabilitdt = Anzahl der toten Zellen) abgebildet. Auf der y-Achse ist der Combination Index
(CI) dargestellt. CI < 1 zeigt einen Synergismus, CI = 1 zeigt einen additiven Effekt, CI > 1 zeigt einen

antagonistischen Effekt.

Aus den Chou-Talalay Diagrammen war ersichtlich, dass das Ansprechen auf die
Kombinationsbehandlung zwischen den parentalen und den Cisplatin-resistenten Zelllinien
unterschiedlich war: Wahrend bei den parentalen Zelllinien RT-112 und T24 ein
synergistischer Effekt der Kombination von Olaparib und Romidepsin bei nahezu allen
Dosispunkten, also auch den niedrigeren Dosierungen zu sehen war (CI < 1), so blieb dieser
Effekt bei den LTTs weitestgehend aus oder auf hohe Dosen um den ICso-Wert herum
beschrankt. Mit Blick auf die Zielsetzung neue therapeutische Optionen fiir die Behandlung
Cisplatin-resistenter UCCs zu finden, die auch méglichst durch Synergie eine Dosisreduktion
zur Verminderung der Normaltoxizitit erlaubt, erwies sich die Kombination eines PARPi mit
dem HDACi Romidepsin nicht als zielfithrend. Aus diesem Grund wurden in diesem Projekt

keine weiteren Untersuchungen mit Romidepsin als Kombinationspartner vorgenommen.

Als zweiter Kombinationspartner wurde der BETi PLX ausgewahlt. Mit Hilfe der MTT-Analyse
wurde zundchst fiir alle vier parentalen und alle vier Cisplatin-resistenten Zelllinien der
individuelle ICso-Wert fiir PLX bestimmt. Die Zellen wurden mit Konzentrationen zwischen
OpM und 15 pM behandelt. Bei den parentalen UCCs zeigte sich T24 am sensitivsten
gegeniiber der Behandlung mit PLX (ICso = 2,14 pM). Der ICso von RT-112 und 253] lag etwas
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dariiber mit 3,04 uM fiir RT-112 und 3,19 pM fiir 253]. Ein auffalliges Ergebnis konnte bei der
Zelllinie ]82 beobachtet werden: Diese zeigte sich gegeniiber der Mono-Behandlung mit PLX
als weitestgehend resistent. Auch die Behandlung mit 15 pM PLX konnte keinen Zelltod
bewirken. Ein ICso-Wert konnte somit mit Hilfe der GraphPad-Software nur ndherungsweise

errechnet werden (= 30,4 pM).

Auch die vier LTT-Zelllinien wurden mit dem BETi PLX behandelt und ihre ICso-Werte
bestimmt. Alle vier LTT-Sublinien waren sensitiver gegeniiber dem BETi als ihre
Parentallinien. Ahnlich wie bei den parentalen Zelllinien war auch hier T24 LTT am
sensitivsten gegeniiber der Behandlung mit einem ICso von 0,8 uM. RT-112 LTT und 253] LTT
hatten den gleichen Wert von 1,3 uM. Anders als bei der parentalen Zelllinie zeigte ]J82 LTT
sich sensitiv gegeniiber der Behandlung mit PLX. Hier konnte ein ICso von 3,1 uM ermittelt
werden. Die zugehorigen Graphen sind in Abb. 8 zu sehen. Zum Vergleich lag der ICso-Wert
fiir die benigne Kontrollzelllinie HBLAK in Vorarbeiten bei 0,6 uM.
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Abb. 8: Dosiswirkungskurven nach Behandlung der parentalen und Cisplatin-resistenten UCCs
mit PLX. Dargestellt ist die logarithmierte Konzentration des BETi PLX auf der x-Achse und die
jeweilige relative Zellviabilitat auf der y-Achse. Die Graphen zeigen die Zellviabilitit in Abhangigkeit
zur PLX-Konzentration der Cisplatin-sensitiven- und resistenten UC-Zelllinien, sowie die jeweiligen

Zelllinien-spezifischen ICso-Werte.

Durch die ermittelten Zelllinien-individuellen 1Cso-Werte fiir Olaparib und PLX konnte im
nichsten Schritt die Kombinationsbehandlung der beiden Substanzen durchgefiihrt werden.
Die Vorgehensweise gestaltete sich analog der Kombinationsbehandlung mit Olaparib plus
Romidepsin. Abb. 9 zeigt die aus den Ergebnissen ermittelten Combination-Index Plots, die

mit Hilfe der Chou-Talalay Methode erstellt wurden.
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Abb. 9: Chou-Talalay Analyse der Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX. Die obere
Reihe zeigt die Ergebnisse der Synergieanalyse der Cisplatin-sensiblen UCCs, die untere Reihe zeigt die
Ergebnisse der Cisplatin-resistenten LTT-Zelllinien. Auf der x-Achse ist die Fraction affected (1-relative
Viabilitdt = Anzahl der toten Zellen) abgebildet. Auf der y-Achse ist der Combination Index (CI)
dargestellt. CI < 1 zeigt einen Synergismus, CI = 1 zeigt einen additiven Effekt, CI > 1 zeigt einen

antagonistischen Effekt.

In allen acht Zelllinien war ein synergistischer Effekt der Kombinationstherapie des PARPi
und des BETi zu sehen (CI < 1). Anders als bei der Kombination mit Romidepsin zeigte sich
hier besonders bei den LTTs eine Synergie, auch in den niedrigeren Dosisbereichen. Dartiber
hinaus war hervorzuheben, dass auch in der Zelllinie J82, welche sich zuvor als resistent
gegeniiber des BETi PLX gezeigt hatte, eine deutliche Synergie der beiden Substanzen zu
erkennen war. Dem gegeniiber stand die Cisplatin-resistente ]82 LTT. Hier war der
synergistische Effekt von Olaparib und PLX etwas schwicher ausgepragt und eher in den

hoheren Dosisbereichen zu finden.

Die Kombination aus dem PARPi Olaparib und dem BETi PLX hatte also erfolgsversprechende
Ergebnisse gezeigt, die in diesem Projekt weiterverfolgt werden sollten. Dabei war
insbesondere die synergistische Wirkung dieser Kombination auf die Cisplatin-resistenten

Sublinien von Interesse.

4.4 Dosisreduktion durch die synergistische Wirkung des PARPi und des BETi

Um die mogliche Nebentoxizitiat der Kombinationsbehandlung zu minimieren, die vor allem
auf der Zytotoxizitit des BETi beruht, sollte im ndchsten Schritt die Synergie der beiden
Substanzen ausgenutzt und eine Dosisreduktion bei gleichbleibender Wirkung erzielt
werden. Zu diesem Zweck wurde zunachst eine vollstindige Matrix fiir die Zelllinie RT-112

angefertigt. In dieser Matrix wurden die beiden Substanzen nicht mehr nur in
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gleichbleibenden ICso-Verhdltnissen miteinander kombiniert, sondern unterschiedliche
Konzentrationsverhaltnisse auf die Zellen angewandt. Dabei wurde mit sieben Abstufungen
zwischen 0 x ICso (Kontrolle) und 1,5 x ICso pro Substanz gearbeitet. Tabelle 36 gibt einen

Uberblick iiber die verwendeten Konzentrationen.

Tabelle 36: Behandlungsmatrix der Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX fiir
RT-112. Dargestellt sind die unterschiedlichen Konzentrationsverhéaltnisse des PAPRi Olaparib in fett
gedruckter Schrift, sowie des BETi PLX in kursiver Schrift. Grundlage der hier dargestellten
Konzentrationen sind die jeweiligen ICso-Werte fiir die Zelllinie RT-112, welche mit den angegebenen

Faktoren multipliziert wurden.

Olaparib* 0 xICso 0,125xICs0 0,25xICs0 0,5xICs0 0,75 x1ICs0 1,0xICso0  1,5xICso

PLX**
0x1ICso 0 pM 0 pM 0 nM 0 pM 0 pM 0 pM 0 pM
ouM 0,375 uM 0,75 uM 1,5uM 2,25 uM 3,0uM 45 uM
0,125 x 1Cso 6,25 uM 6,25 pM 6,25 nM 6,25pM 6,25 uM 6,25puM 6,25 uM
ouM 0,375 uM 0,75 uM 1,5uM 2,25 uM 3,0uM 45uM
0,25xICs0 12,5 pM 12,5 pM 12,5 pM 12,5pM 12,5 pM 12,5pM 12,5 puM
ouM 0,375 uM 0,75 uM 1,5uM 2,25 uM 3,0 uM 45uM
0,5x 1Cso 25,0 uyM 25,0 uyM 25,0 uyM 25,0 uM 25,0 uM 250 uM 25,0 uM
ouM 0,375 uM 0,75 uM 1,5uM 2,25 uM 3,0 uM 45uM
0,75xICs0 37,5 tM 37,5 uM 37,5 uM 37,5uM  37,5uM 37,5uM 37,5 uM
0uM 0,375 uM 0,75 uM 1,5uM 2,25 uM 3,0 uM 45uM
1,0x1Cso 50,0 pM 50,0 ptM 50,0 ptM 50,0 uM 50,0 uM 50,0 pM 50,0 pM
ouM 0,375 uM 0,75 uM 1,5uM 2,25 uM 3,0 uM 4.5uM
1,5x 1Cso 75,0 pM 75,0 pM 75,0 pM 75,0 uM 75,0 uM 750 uM 75,0 uM
ouM 0,375 uM 0,75 uM 1,5uM 2,25 uM 3,0 uM 45uM

*1Cso Olaparib fir RT-112 = 50 pM
**[Cso PLX fiir RT-112 = 3,0 pM

Die in Abb. 10 dargestellten Ergebnisse der Kombinationsbehandlungen zeigten, dass der
zusatzliche Effekt der Kombinationstherapie auf die Zellviabilitit vor allem in den
niedrigeren PLX-Dosierungen zu erkennen war. Bereits bei einer PLX-Dosierung, die nur
0,125 x ICs0 betrug, konnte in Kombination mit 0,75 x ICso Olaparib eine relative Viabilitat von
weniger als 50% erzielt werden (relative Viabilitit = 0,49). Um eine robuste Reduktion der
Viabilitat zu bewirken, wurde fiir den weiteren Verlauf des Projekts eine feste Dosisreduktion
von 0,75 x1Cso Olaparib in Kombination mit 0,25 x[Cso PLX (relative Viabilitit = 0,43)
festgesetzt (siehe Pfeilmarkierung in Abb. 10).
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Abb. 10: Dosiswirkungskurve der Mono- und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX
auf die Zelllinie RT-112. Dargestellt ist der Multiplikationsfaktor des ICso-Wertes der jeweiligen
Substanz auf der x-Achse, sowie die relative Viabilitdt zur DMSO-Kontrolle auf der y-Achse. Der Pfeil
markiert die feste Dosisreduktion beider Substanzen, die im weiteren Verlauf des Projektes in der

Kombinationsbehandlung angewandt wurde (relative Viabilitat = 0,43).

Auf Basis der Ergebnisse, die bei der Zelllinie RT-112 beobachtet werden konnten, wurde
eine weitere ,kleine Matrix“ mit der Zelllinie T24 durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden,
dass auch hier die zuvor festgelegte Dosisreduktion einen sehr guten synergistischen Effekt
auf die Zellviabilitat hatte. Bei einer Dosierung von 0,75 x ICso Olaparib in Kombination mit
0,25 x ICsp PLX betrug die relative Zellviabilitdt nur noch 0,33 (siehe Pfeilmarkierung in Abb.
11).
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Abb. 11: Dosiswirkungskurve der Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX auf die
Zelllinie T24. Dargestellt ist der Multiplikationsfaktor des ICso-Wertes der jeweiligen Substanz auf der
x-Achse, sowie die relative Viabilitdt zur DMSO-Kontrolle auf der y-Achse. Der Pfeil markiert die feste
Dosisreduktion beider Substanzen, die im weiteren Verlauf des Projektes in der

Kombinationsbehandlung angewandt wurde (relative Viabilitat = 0,33).

Da im Rahmen dieses Projekts ein Behandlungsansatz entwickelt werden sollte, auf den auch
die Cisplatin-resistenten Sublinien gut ansprechen, wurde auch fiir die LTTs untersucht, ob
durch die Kombination eine Dosisreduktion der einzelnen Substanzen erzielt werden konnte
bei gleichbleibendem oder sogar zusatzlichem Effekt auf die Zellviabilitit. Genau wie bei der
parentalen Zelllinie RT-112 wurde daher eine vollstindige Matrix fiir die Zelllinien RT-112

LTT und T24 LTT angefertigt. Die daraus resultierenden Graphen sind in Abb. 12 zu sehen.
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Abb. 12: Dosiswirkungskurve der Mono- und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX

auf die Zelllinien RT-112 LTT und T24 LTT. Dargestellt ist der Multiplikationsfaktor des ICso-Wertes

der jeweiligen Substanz auf der x-Achse, sowie die relative Viabilitit zur DMSO-Kontrolle auf der

y-Achse. Der Pfeil markiert die feste Dosisreduktion beider Substanzen, die im weiteren Verlauf des

Projektes in der Kombinationsbehandlung angewandt wurde (relative Viabilitit fiir RT-112 LTT

=0,32, fiir T24 LTT = 0,55).
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Die dargestellten Pfeile weisen auf die Werte, die fiir die nachfolenden Versuche verwendet
wurden: Fiir RT-112 LTT erfolgte die weitere Behandlung mit 0,75 x ICso Olaparib plus
0,25 x ICso PLX (relative Viabilitdt = 0,32). Bei T24 LTT entschieden wir uns ebenfalls fiir eine
Dosisreduktion von 0,75 x ICso Olaparib, allerdings fiir eine etwas hohere Dosierung von PLX
von 0,5 x ICso. Grund dafiir war das etwas schlechtere Ansprechen der Zelllinie auf die
Kombinationsbehandlung. Wahrend die anderen getesteten Zellreihen bei diesen niedrigen
Dosierungen bereits eine Viabilitdt von unter 50% zeigten, konnte bei T24 LTT nur eine
Viabilitatsreduktion von 38% verzeichnet werden. Mit der Kombination 0,75 x ICso Olaparib

plus 0,5 x ICso PLX gelang eine Reduktion von 45%.

Tabelle 37 fasst die fiir die Matrix verwendeten ICso-Werte der vier Zelllinien RT-112, T24,
RT-112 LTT und T24 LTT fiir Olaparib und PLX noch einmal zusammen und gibt einen
Uberblick iiber die durch die Kombinationsbehandlung erreichten Dosisreduzierungen. Diese
wurden, wenn nicht anders gekennzeichnet, fiir die nachfolgenden Untersuchungen zugrunde

gelegt.

Tabelle 37: Uberblick iiber die durch die Kombinationsbehandlung erreichten
Dosisreduzierungen fiir Olaparib und PLX. Dargestellt sind die zugrunde liegenden ICso-Werte fiir
Olaparib und PLX fiir die einzelnen Zelllinien, sowie die jeweiligen Multiplikationsfaktoren, die im
weiteren Verlauf verwendet wurden zur Dosisreduzierung der beiden Substanzen bei der

Kombinationsbehandlung.

RT-112 T24 RT-112LTT T24 LTT
Olaparib ICsy (uM) 50.0 18.0 50.0 7.5
| x0.75 | | x0.75 | | x0.75 | | x0.75 |
Olaparib in Kombination (M) 37.5 v 13.5 v 37.5 4 5.6 v
PLX51107 IC5, (M) 3.0 2.0 1.3 1.3
| x0.25 | | x0.25 | | x0.25 | | x0.5 |

PLX51107 in Kombination (uM) 0.75 NV 0.5 v 0.3 vV 0.65 vV

4.5 Einfluss der Behandlungen auf die Langzeitproliferationsfihigkeit

Der  Effekt der Kombinationsbehandlung  Olaparib  plus PLX auf die
Langzeitproliferationsfahigkeit der Zellen wurde mittels Klonogenitits-Assays untersucht.

Die angefarbten Kolonien sind in Abb. 13 zu sehen.
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Abb. 13: Klonogenitits-Assay zur Darstellung der Langzeitproliferationsfihigkeit der
Mono- und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX auf die Zelllinien RT-112 und T24
und ihr LTT-Sublinien. Zu sehen sind die eingefarbten Kolonien der einzelnen Zelllinien nach der
Behandlung mit DMSO (Kontrolle), sowie nach der Einzelbehandlung mit Olaparib und PLX, sowie

nach der Kombinationsbehandlung (jeweils drei Wells pro Zelllinie und Substanz).

In der oben dargestellten Klonogenititsfairbung zeigte sich, dass die Farbung zu einem
Zeitpunkt durchgefiihrt wurde, an dem die jeweilige DMSO-Kontrollproben anndhrend
konfluent waren. In der Kontrolle war die Proliferationsfahigkeit der Zellen nicht
eingeschrankt. Dem gegeniiber standen die Mono- und die Kombinationsbehandlungen mit
Olaparib und PLX. Auffdllig war, dass die Behandlung mit 0,25 x ICso PLX als Monotherapie in
den Zelllinien RT-112, T24 und RT-112 LTT nur einen sehr geringen Einfluss auf die

langfristige Proliferationsfahigkeit hatte. Da durch die starke Dosisreduktion die Toxizitat der
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Einzelbehandlung reduziert werden sollte, war diese Beobachtung durchaus positiv zu
werten. Lediglich bei T24 LTT konnte die Proliferation effektiv eingeschrankt werden. Die
Behandlung mit 0,75 x ICso Olaparib zeigte in allen behandelten Zelllinien einen starkeren
Effekt als die Monotherapie mit PLX. Auffallig war, dass Olaparib in allen vier Zelllinien trotz
der verringerten ICso-Dosierungen einen sehr starken Effekt auf die Langzeitproliferation
hatte. In der zuvor durchgefiihrten Analyse der Kurzeitproliferation hatten alle vier Zelllinien
eine eher schlechte Sensibilitit gegeniiber der Monotherapie mit Olaparib gezeigt, so dass
dieses Ergebnis des Klonogenitits-Assays nicht zu erwarten war. Dennoch wurde in allen vier
Zelllinien deutlich, dass die Kombination aus Olaparib und PLX die stiarkste Auswirkung auf

die Langzeitproliferation der Zellen hatte.

4.6 Einfluss der Behandlungen auf den Zellzyklus

Mithilfe der Durchflusszytometrie sollte im nachsten Schritt untersucht werden, welchen
Einfluss die Einzelbehandlungen durch Olaparib und PLX, sowie die Kombination der beiden
Substanzen auf den Zellzyklus haben. Dafiir wurden die Zelllinien RT-112 und T24, sowie
ihre Cisplatin-resistenten Sublinien mit ihren individuellen reduzierten Konzentrationen

(siehe Tabelle 37) mit Olaparib und PLX behandelt und fiir 72 Stunden inkubiert.

Abb. 14 zeigt die Ergebnisse der Durchflusszytometrie. Hier ist zu sehen, dass sich in allen
vier getesteten Zelllinien bei der DMSO-Kontrolle die meisten Zellen (54% - 68%) in der
G1-Phase des Zellzyklus befanden. Leidglich 21% - 32% der Kontrollzellen waren zum
Zeitpunkt der Messung in der G2/M-Phase zu finden. Es fiel auf, dass die mit PLX behandelten
Zellen ein dhnliches Profil aufwiesen, wie die DMSO-Kontrollzellen. Die Monotherapie mit
PLX fiihrte in keiner der vier Zelllinien zu einer relevanten Verschiebung in den
Zellzyklusphasen. Dem gegeniiber stand die Monotherapie mit Olaparib. Hier war eine
Akkumulation in der G2/M-Phase zu beobachten. Die stirkste Verschiebung war in der
Zelllinie RT-112 LTT zu sehen: Wahrend in der DMSO-Kontrolle 32% der Zellen in der
G2/M-Phase waren, konnte man nach der Behandlung mit Olaparib 75,4% in der G2/M-Phase
messen. Einen etwas schwicheren, aber dennoch deutlichen Effekt der Einzelbehandlung mit
Olaparib konnte man in der parentalen RT-112 Zelllinie sehen, die in der DMSO-Probe einen
Anteil von 25,1% in der G2/M-Phase hatte, in der Olaparib-behandelten 55,7%. Auch T24
und T24 LTT zeigten eine entsprechende Verschiebung in die G2/M-Phase von 21,3% zu 38%
(T24) und 26,4% zu 43,3% (T24 LTT). Bei allen vier Zelllinien war nach der Behandlung mit
Olaparib ein sehr unregelmifiiges gezacktes Profil der G2/M-Phase zu beobachten. Des
Weiteren war zu sehen, dass die Kombination von Olaparib mit PLX im Zellzyklusprofil keine
relevante Anderung zur Einzelbehandlung mit Olaparib zeigte. Die prozentualen
Verschiebungen von der G1- in die G2Z/M-Phase, sowie das unregelmifidige Profil der

G2/M-Phase blieben in allen vier Zelllinien weitestgehend gleich. Zur besseren

60



Ergebnisse

Veranschaulichung der Ergebnisse sind die prozentualen Anteile der Phasen vor und nach

der Behandlung in Abb. 15 in Form von Balkendiagrammen aufgetragen.

RT-112 DMSO RT-112 Olaparib RT-112 PLX RT-112 Olaparib + PLX
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Abb. 14: Histogramme zur Darstellung der Auswirkung der Mono- und
Kombinationsbehandlungen mit Olaparib und PLX auf den Zellzyklus. Die beiden Zelllinien
RT-112 und T24, sowie ihre jeweiligen LTTs wurden jeweils nach DMSO-Behandlung gemessen
(Kontrolle), sowie nach der Einzelbehandlung mit Olaparib und PLX und nach der
Kombinationsbehandlung. Dargestellt ist die Propidium iodide (PI)-Fluoreszenz auf der x-Achse und

die Zellzahl innerhalb der jeweiligen Phase des Zellzyklus auf der y-Achse.
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Abb. 15: Darstellung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie (Zellzyklusphase) nach
Mono-und Kombinationsbehandlung mit Olaparib und PLX im Balkendiagramm. Die
prozentualen Anteile der Zellzyklusphasen vor und nach der Behandlung mit den jeweiligen
Substanzen sind hier im Balkendiagramm dargestellt und dienen der besseren Veranschaulichung der
oben gezeigten Rohdaten der Durchflusszytometrie. Dargestellt sind die Ergebnisse eines

reprasentativen Experimentendurchgangs.

4.7 Einfluss der Behandlung auf die Apoptose

Neben der Zellzyklusanalyse stellt vor allem die Untersuchung der Apoptoseinduktion eine
wichtige Analyse bei der Ermittlung der Zelltodmechanismen dar. Dazu wurden die vier
Zelllinien RT-112, T24, RT-112 LTT und T24 LTT im ersten Schritt wiederum 72 Stunden mit
den reduzierten Einzeldosierungen fiir Olaparib und PLX sowie mit der

Kombinationstherapie behandelt. Mittels Durchflusszytometrie wurde das Ausmafd der
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Zelltodinduktion in den Zellen ermittelt. Diese wird in vier mogliche Zustinde eingeteilt:

lebend /keine Apoptose, frithe Apoptose, spate Apoptose und Nekrose (Abb. 16).

Bei den beiden parentalen Zelllinien waren in der DMSO-Kontrollprobe fast alle Zellen
lebend. Die Werte lagen bei 95% (RT-112) und 98% (T24). Ein dhnliches Bild konnte man
auch bei beiden Zelllinien nach der alleinigen Behandlung mit PLX feststellen. Hier lagen die
Anteile der lebenden Zellen weiterhin bei tiber 95%. Einen stirkeren Effekt bewirkte die
alleinige Behandlung mit Olaparib. Bei der Zelllinie RT-112 konnte durch die Behandlung nur
noch eine Viabilitdt von rund 72% erreicht werden. Einen noch starkeren Effekt konnte man
bei T24 beobachten, die nach der Behandlung mit Olaparib nur noch eine Viabilitdt von 57%
zeigte. In der dargestellten Graphik ist eine deutliche Verschiebung der Punktewolke in
Richtung frithe und spate Apoptose sichtbar. Schaut man sich den entsprechenden Graphen
der Kombinationsbehandlung Olaparib plus PLX an, so ist zu erkennen, dass bei T24 diese
Verschiebung noch deutlicher wurde. Die Zellviabilitdt sank bei der Kombinationsbehandlung
auf unter 30%. Etwas anders verhielt es sich bei der Zelllinie RT-112. Wéhrend der Anteil
lebender Zellen bei der Einzelbehandlung mit Olaparib bereits bei 72% lag, so konnte dieser

Effekt durch die Kombinationsbehandlung nicht verbessert werden.

Noch deutlicher zeigte sich der Erfolg der Kombinationsbehandlung des PARPi Olaparib und
des BETi PLX bei den Cisplatin-resistenten Zelllinien RT-112 LTT und T24 LTT (Abb. 16). Da
diese Zellen dauerhaft mit Cisplatin behandelt werden, war bereits bei der DMSO-Kontrolle
eine etwas geringere Viabilitit zu sehen als bei den parentalen Zelllinien (91% bei RT-112
LTT, 88% bei T24 LTT). Durch die alleinige Behandlung mit PLX konnten nur geringe Erfolge
erzielt werden. Der Anteil der lebenden Zellen sank bei RT-112 LTT auf 89%, bei T24 LTT auf
78%. Wie auch bei den parentalen Gegenstiicken war der Effekt der Monotherapie mit
Olaparib besser als mit PLX, die Viabilitat konnte durch Olaparib allein auf 82% (RT-112 LTT)
und 67% (T24 LTT) gesenkt werden. Umso deutlicher zeigte sich aber der Effekt der
Kombinationstherapie: Bei den Cisplatin-resistenten RT-112 LTT waren nur noch rund 66%
lebende Zellen messbar, also ein zusatzlicher Erfolg von rund 16 Prozentpunkten gegeniiber
der Monotherapie mit Olaparib. Verglich man dieses Resultat mit den Ergebnissen der
parentalen Zelllinie RT-112, so wurde der Erfolg bei der LTT-Zelllinie noch deutlicher, da es
bei der parentalen Zelllinie bei der Kombinationstherapie keinen zusitzlichen Effekt
gegeniiber der Einzelbehandlung mit Olaparib gab. Einen dhnlichen Trend konnte man auch
bei der zweiten Cisplatin-resistenten Zelllinie T24 LTT beobachten: Bei der
Kombinationstherapie waren nur noch 26% lebende Zellen vorhanden, also ein Erfolg von 41
Prozentpunkten gegeniiber der Monotherapie mit Olaparib. Die Punktewolke in Abb. 16
verschob sich deutlich in Richtung frithe und spate Apoptose. Auch bei T24 war also der
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Effekt zwischen der Einzelbehandlung und der Kombinationsbehandlung deutlicher bei der

Cisplatin-resistenten Zelllinie zu beobachten als bei ihrem parentalen Gegenstiick.
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Abb. 16: Dot Plot zur Darstellung der Auswirkung der Mono- und Kombinationsbehandlungen
mit Olaparib und PLX auf die Apoptose. Die beiden Zelllinien RT-112 und T24, sowie ihre jeweiligen
LTTs wurden jeweils nach DMSO-Behandlung gemessen (Kontrolle), sowie nach der Einzelbehandlung
mit Olaparib und PLX und nach der Kombinationsbehandlung. Dargestellt werden vier Zustdnde:
lebend/keine Apoptose (unterer linker Quadrant), frithe Apoptose (unterer rechter Quadrant), spate
Apoptose (oberer rechts Quadrant) und Nekrose (oberer linker Quadrant). Auf der x-Achse ist die
Fluoreszenzintensitit des FITC- gekoppelten Annexin V dargestellt, auf der y-Ache die des PI.
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Das Balkendiagramm in Abb. 17 gibt einen Uberblick iiber die prozentuale Verteilung der

Zellviabilitat in den vier Zelllinien vor und nach der Behandlung.
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Abb. 17: Darstellung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie (Apoptoseinduktion) nach
Mono- und Kombinationsbehandlung mit Olaparib und PLX im Balkendiagramm. Die
prozentualen Anteile des Apoptosezeitpunktes vor und nach der Behandlung mit den jeweiligen
Substanzen sind hier im Balkendiagramm dargestellt und dienen der besseren Veranschaulichung der
oben gezeigten Rohdaten der Durchflusszytometrie. Dargestellt sind die Ergebnisse eines

reprasentativen Experimentendurchgangs.

Auch auf Proteinebene konnten die bei der Durchflusszytometrie gefundenen Ergebnisse zur
Zelltodinduktion weitestgehend validiert werden (Abb. 18). Dabei wurde die Spaltung des
PARP-Proteins als Apoptosemarker verwendet. PARP spielt eine entscheidende Rolle bei der
DNA-Reparatur und wird im Falle eines programmierten Zelltodes in das so genannte cleaved

PARP (engl. fiir ,gespaltenes PARP*) zerlegt. Eine Zunahme der cleaved PARP-Bandenstidrke
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kann daher als Zeichen der Apoptose interpretiert werde. Alpha-Tubulin wurde als

Ladekontrolle verwendet.
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Abb. 18: Western Blot Analyse zur Validierung der Apoptoseinduktion durch die Mono- und
Kombinationsbehandlung mit Olaparib und PLX auf Proteinebene. Darstellung des total PARP in
der jeweiligen Probe, sowie des cleaved PARP als Apoptosemarker in der DMSO-Kontrolle und nach
den jeweiligen Einzel- und Kombinationsbehandlungen. Alpha-Tubulin wurde als Ladekontrolle

verwendet.

Die Ergebnisse der parentalen Zelllinien RT-112 und T24 spiegelten die Resultate der zuvor
gezeigten Durchflusszytometrie wider. Die DMSO-Kontrolle zeigte in beiden Zelllinien kaum
PARP-Spaltung. Auch die mit PLX behandelten Proben hatten nur einen leichten Anstieg des
Apoptosemarkers. Die Behandlung mit Olaparib wiederum zeigte in beiden Zelllinien einen
deutlichen Anstieg von gespaltenem PARP. Auflerdem war bei T24 eine Zunahme der
Apoptose durch die Kombinationstherapie von Olaparib plus PLX zu erkennen. Dieser Effekt
war bei RT-112, wie auch zuvor bei der Analyse durch die Durchflusszytometrie, nicht zu
erkennen. Der Anteil des Apoptosemarkers erschien bei RT-112 bei der

Kombinationsbehandlung geringer als bei der Monotherapie mit Olaparib.

Bei den Cisplatin-resistenten LTTs war ebenfalls bei der DMSO-Kontrolle kaum cleaved PARP
zu erkennen. Generell konnte man auch hier einen etwas hoheren Anteil des

Apoptosemarkers erkennen im Vergleich zu den parentalen Gegenstiicken, vermutlich da
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diese Zellen dauerhaft mit Cisplatin behandelt wurden. Abweichend von den Daten der
Durchflusszytometrie war bei den LTTs aber ein stiarkerer Effekt bei den mit PLX
behandelten Zellen feststellbar. Sowohl bei RT-112 LTT als auch bei T24 LTT war der Anstieg
des Apoptosemarkers durch die alleinige Olaparib-Therapie wiederum eher schwach
ausgepragt. Allerdings konnte bei beiden LTT-Zelllinien erneut am meisten PARP-Spaltung
und somit die starkste Apoptose-Induktion bei der Kombinationsbehandlung festgestellt

werden.

4.8 Nebentoxizitit

Die zuvor beschriebenen Ergebnisse konnten zeigen, dass die Kombination der beiden
Substanzen Olaparib und PLX eine synergistische Wirkung auf die Viabilitdt der UCCs und
insbesondere der LTTs hatte. Um im nachsten Schritt Einblicke in den Effekt der
Kombinationsbehandlung auf nicht-Karzinomzellen zu erlangen, wurde die benigne
Kontrollzelllinie HBLAK verwendet (Hoffmann et al,, 2016). Zunichst wurde auch hier der
ICso-Wert fiir den PARPi Olaparib bestimmt und auf 9,5 uM festgelegt. Die Kontrollzelllinie
zeigte sich damit deutlich sensibler gegeniiber der Behandlung als die parentalen und die
meisten LTT-Zelllinien. Lediglich die Cisplatin-resistente Linie T24 LTT hatte mit 5 uM einen
niedrigeren 1Cso-Wert. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe legten fiir HBLAK einen ICso-Wert von
0,6 pM fiir die Substanz PLX zugrunde. Da auch dieser Wert niedriger war als bei allen UCCs
und LTTs war auch beim BETi von einem sensibleren Ansprechen der Kontrollzelllinie

auszugehen.

Auf Basis der zuvor bestimmten ICso-Werte fiur HBLAK wurden die Zellen im nachsten Schritt,
wie bereits zuvor die UCCs, mit aufsteigenden Konzentrationen zwischen 0 x ICso und
1,5 x ICs0 mit Olaparib und PLX, sowie der Kombination aus beiden Substanzen behandelt,
72 Stunden inkubiert und mittels MTT-Analyse ausgewertet. Das Behandlungsschema ist
beispielhaft in Tabelle 33 dargestellt. Abb. 19 zeigt eine entsprechende Dosiswirkungskurve.
Hier war zu sehen, dass mit steigenden Konzentrationen in allen drei Therapieformen ein
Absinken der Viabilitdt zu beobachten war. Dabei zeigte die Kombination aus Olaparib und
PLX einen leicht starkeren Effekt als die Monotherapien. So lag die relative Viabilitit bei der
Behandlung mit 1xICso Olaparib bei 0,43 und bei 1 x ICso PLX bei 0,51. Durch die
Kombination sank die relative Viabilitit auf 0,35. Wie auch bei den
Kombinationsbehandlungen der UCCs wurde auch bei der HBLAK-Zelllinie mithilfe der
Chou-Talalay Analyse ein Combination-Index Plot erstellt, durch den eine Einschatzung des
synergistischen Effekts der beiden Substanzen auf die individuelle Zelllinie erfolgen konnte.

Der entstandene Graph ist in Abb. 19 zu sehen.
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Abb. 19: a) Dosiswirkungskurve der Mono- und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und
PLX auf die Zelllinie HBLAK. Dargestellt ist der Multiplikationsfaktor des ICso-Wertes der jeweiligen
Substanz auf der x-Achse, sowie die relative Viabilitit zur DMSO-Kontrolle auf der y-Achse. b)
Chou-Talalay Analyse der Kombinationsbehandlung aus Olaparib und Cisplatin. Auf der x-Achse
ist die Fraction affected (1-relative Viabilitdt = Anzahl der toten Zellen) abgebildet. Auf der y-Achse ist
der Combination Index (CI) dargestellt. CI < 1 zeigt einen Synergismus, Cl = 1 zeigt einen additiven

Effekt, CI > 1 zeigt einen antagonistischen Effekt.

Die Synergieanalyse der Kontrollzelllinie ergab, dass die Kombinationsbehandlung von
Olaparib und PLX keinen synergistischen Effekt hatte (CI > 1). Konkret bedeutete dies, dass
die beiden Substanzen zwar einen Effekt auf die Viabilitat der Zellen hatten, dieser aber nicht
durch die Kombination synergistisch verstirkt wurde.. Dies stand im direkten Gegensatz zu
den Ergebnissen der UCCs und der LTTs, bei denen die Kombination aus Olaparib und PLX
einen deutlich synergistischen Effekt zeigte, so dass hier ggf. ein therapeutisches Fenster

bestehen konnte.

Um einen noch besseren Eindruck der Nebentoxizitdt zu erhalten, wurden nachfolgend die
Kontrollzellen mit den in Tabelle 37 dargestellten reduzierten Konzentrationen fiir RT-112,
T24 und T24 LTT behandelt. Da die ICso-Werte der UCCs und LTTs in den meisten Fallen
deutlich iiber den ICso-Werten von HBLAK lagen, sollte dieser Versuch den Effekt der
besonders hohen Konzentrationen der Einzel- und Kombinationsbehandlung auf die
Kontrollzelllinien zeigen. Die in Abb. 20 dargestellten Balken zeigen die Behandlung von
HBLAK mit den reduzierten Dosierungen von RT-112 (Olaparib = 37,5 pM und PLX = 0,75
uM), T24 (Olaparib = 13,5 pM und PLX = 0,5 pM) und T24 LTT (Olaparib = 5,63 uM und PLX =
0,65 pM).
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Abb. 20: Balkendiagramm zur MTT-Analyse der Mono- und Kombinationsbehandlung aus
Olaparib und PLX auf die Zelllinie HBLAK. Dargestellt ist die Behandlung von HBLAK mit den
reduzierten Dosierungen der Zelllinien RT-112, T24 und T24 LTT. Auf der x-Achse ist die jeweilige
Substanz aufgetragen, auf der y-Achse ist die relative Viabilitit zur DMSO-Kontrolle dargestellt.
*#*=p < 0,001, ns = nicht signifikant

Wie zu erwarten war sank die Viabilitdt der HBLAK-Zellen durch die Behandlung in fast allen
Fallen unter 50%. Da der ICso von Olaparib fiir T24 LTT unterhalb des ICso von HBLAK lag,
stellte dieser Wert eine Ausnahme dar - die Viabilitdt blieb knapp oberhalb von 50% bei ca.
53%. Fiihrte man sich vor Augen, dass der ICso fiir Olaparib fiir die Zelllinie RT-112 fast
viermal hoher war als der ICso fiir HBLAK, so war auch die enorm niedrige Zellviabilitit bei
der Behandlung von HBLAK mit der Konzentration fiir RT-112 zu erkldren (16% lebende
Zellen). Obwohl sich die angewandten reduzierten ICso-Werte fiir PLX fiir RT-112, T24 und
T24 LTT alle ungefahr im Bereich des ICso-Wertes fiir HBLAK bewegten (ICso PLX fiir HBLAK
= 0,6 pM), musste bei den hier dargestellten Behandlungen eine starke Abnahme der
Zellviabilitat unter 50% festgestellt werden. Somit war davon auszugehen, dass PLX schon
bei niedrigen Dosiserh6hungen einen steigenden toxischen Effekt auf nicht-Karzinomzellen
hatte. Auch die Kombination aus Olaparib und PLX zeigte eine zusitzliche Reduzierung der

relativen Zellviabilitat von HBLAK.

Wie bei den Karzinomzellen wurde auch fiir die Kontrollzelllinie HBLAK im nachsten Schritt
ein Klonogenitatstest durchgefiihrt, um den Effekt der Kombinationsbehandlung auf die
Langzeitproliferation der Zellen zu untersuchen. Nach der Zellaussaat wurden die Zellen mit
den reduzierten 1Cso Werten fiir die Zelllinie T24 (13,5 pM Olaparib, 0,5 pM PLX) behandelt.

Die gefarbten Zellen sind in Abb. 21 dargestellt. Dort ist zu sehen, dass analog zu den
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Ergebnissen des MTT-Tests auch die Langzeitproliferation der HBLAK-Zelllinie durch die
Behandlungen stark eingeschrankt wurde. Wahrend in der DMSO-Probe noch deutliche
Kolonien sichtbar waren, so waren vor allem bei der Monobehandlung mit PLX und bei der
Kombinationsbehandlung aus PLX und Olaparib kaum sichtbare Kolonien darstellbar.

Lediglich bei der Einzelbehandlung mit Olaparib waren noch einzelne Kolonien angefarbt.

HBLAK (Behandlung mit reduzierter Dosiskombinationen von T24)

NN RN o\ &

PLX

Olaparib + PLX

Abb. 21: Klonogenitits-Assay zur Darstellung der Langzeitproliferationsfihigkeit nach
Mono- und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX auf die Zelllinie HBLAK. Zu sehen
sind die eingefarbten Kolonien der HBLAK-Zelllinie nach der Behandlung mit DMSO (Kontrolle), sowie
nach der Einzelbehandlung mit Olaparib und PLX und nach der Kombinationsbehandlung (jeweils drei
Wells pro Zelllinie und Substanz). Verwendet wurde die reduzierte Dosierung der Substanzen von T24
(13,5 uM Olaparib, 0,5 uM PLX).

Da bekannt war, dass die Kontrollzelllinie HBLAK aufgrund ihres speziellen
Wachtumsmusters im Gegensatz zu den UCCs nur schwer anfiarbbar war, wurden zusétzlich
zu den Farbungen mikroskopische Bilder von den Kolonien aufgenommen. Diese sind in Abb.
22 zu sehen. Die Fotos machten deutlich, dass die Zellzahl in der DMSO-Kontrolle zwar
wesentlich hoher war, als bei den behandelten Zellen, dennoch wurde auch klar ersichtlich,
dass in den Wells auch nach der Behandlung noch Zellkolonien vorhanden waren. Wahrend
bei der klassischen Klonogenititsfairbung in den Wells mit der PLX-Monotherapie und der
Kombinationsbehandlung kaum Zellkolonien zu sehen waren, so waren in den
Mikroskopaufnahmen noch deutlich vitale Kolonien zu erkennen, so dass die Darstellung der
Farbungen die Toxizitdt der Behandlung teilweise stiarker erscheinen lassen als sie sind (Abb.

22 cund d).
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Abb. 22: Mikroskop-Aufnahmen der HBLAK-Kolonien nach Durchfiihrung des
Klonogenitits-Assays nach Mono- und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX auf die
Zelllinie HBLAK. Zu sehen sind die eingefarbten Kolonien der HBLAK-Zelllinie nach der Behandlung
mit DMSO (Kontrolle), sowie nach der Einzelbehandlung mit Olaparib und PLX und nach der
Kombinationsbehandlung. Verwendet wurde die reduzierte Dosierung der Substanzen von T24

(13,5 uM Olaparib, 0,5 uM PLX). Maf3stab: 500pum, Vergrofierung: 10x Objektiv.

4.9 Validierung der Wirksamkeit der Kombinationstherapie mit dem alternativem

PARPi Talazoparib

Die zuvor dargestellten Ergebnisse konnten zeigen, dass eine Kombinationsbehandlung aus
einem PARPi mit einem epigenetischen Inhibitor einen synergistischen Therapieeffekt auf
Cisplatin-sensitive und -resistente UCCs haben kann. Um die Wirksamkeit der
Substanzgruppe PARPi zu validieren, wurde nachfolgend die Kombination des BETi PLX mit
einem alternativen PARPi durchgefiihrt. Dazu wurde die Substanz Talazoparib verwendet. So
wurde im Zuge der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal der direkte Vergleich der

Wirksamkeit zweier verschiedener PARPi auf Cisplatin-resistente und -sensitive
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Zelllinienpaare untersucht. Wie auch bei dem zuvor verwendeten PARPi Olaparib wurde
zunachst der [Cso-Wert fiir Talazoparib fiir jede individuelle Zelllinie bestimmt - sowohl fiir
die vier parentalen als auch fiir die vier Cisplatin-resistenten Zelllinien. Dabei konnten die in

Abb. 23 dargestellten Graphen und ICso-Werte bestimmt werden.
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Abb. 23: Dosiswirkungskurven nach Behandlung der parentalen und Cisplatin-resistenten UCCs
mit Talazoparib. Dargestellt ist die logarithmierte Konzentration des PARPi Talazoparib auf der
x-Achse und die jeweilige relative Zellviabilitit auf der y-Achse. Die Graphen zeigen die Zellviabilitit in
Abhangigkeit zur Talazoparib-Konzentration der Cisplatin-sensitiven und -resistenten UC-Zelllinien,

sowie die jeweiligen Zelllinien-spezifischen ICso-Werte.

Wie auch bei Olaparib zeigte sich bei RT-112 der hdchste ICso unter den parentalen Zelllinien
(= 25,5 uM). Allerdings war bei Talazoparib der Unterschied zu den anderen Zelllinien
wesentlich grofler als bei Olaparib. Aufder bei RT-112 befanden sich alle 1Cso-Werte fiir die
parentalen Zelllinien unter 1 puM: T24 und ]82 hatten einen ICso von 0,8 uM, 253] lag als
sensitivste parentale Zelllinie bei 0,68 pM. Auch bei den Cisplatin-resistenten LTTs reagierte,
wie auch bei Olaparib, die Zelllinie RT-112 LTT am wenigsten sensibel auf die
Einzelbehandlung mit dem PARPi (ICso=52,9 uM). Fir 253] LTT wurde ein ICso fiir
Talazoparib von 4,9 uM definiert. ]82 LTT und T24 LTT sprachen am sensibelsten auf die
Behandlung an mit einem ICso von 0,13 pM fiir J82 LTT und 0,12 puM fiir T24 LTT. Aus
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe waren bereits die 1Cso-Werte fir die Zelllinien UM-UC-3
(=1,0 uM), VM-CUB1 (= 1,0 uM), sowie die Kontrollzelllinie HBLAK (= 1,0 uM) bekannt.
Tabelle 38 zeigt die ICso-Werte beider PARPi im direkten Vergleich. Die Abstufung der

Grautone gibt einen visuellen Eindruck der unterschiedlich hohen ICso-Werte.
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Tabelle 38: Direkter Vergleich der Zelllinien-spezifischen ICso-Werte fiir Olaparib und
Talazoparib. Anhand der Grauabstufungen werden die unterschiedlich hohen Dosierungen

visualisiert, wobei dunkle Felder hohe Dosierungen und helle Felder niedrige Dosierungen markieren.

Olaparib Talazoparib
ICso nach 72 Stunden in uM | ICso nach 72 Stunden in yM
Rr-112 (072 255
T24 18.6 0.8
253] 51.6 0.68
]82 52.7 0.8
RT-112 LTT 80.9 52.8
T24 LTT 5.0 0.12
253] LTT 43.1 4.9
J82 LTT 12.1 0.13
HBLAK 9.5 1.0
UM-UC-3 11.0 1.0
VM-CUB1 19.9 1.0

Die direkte Gegeniiberstellung der beiden PARPi in Tabelle 38 zeigte deutlich, dass alle UCCs,
sowohl die Cisplatin-sensitiven als auch ihre resistenten Sublinien sensitiver auf die
Einzelbehandlung mit Talazoparib reagierten als auf die Einzelbehandlung mit Olaparib.
Verglich man jedoch die vier parentalen Zelllinien mit ihren jeweiligen LTTs so konnte bei
Talazoparib nicht festgestellt werden, dass alle LTTs einen niedrigeren ICso-Wert hatten als
ihre parentalen Gegenstiicke, wie es bei Olaparib der Fall war. Die LTTs zeigten sich also nicht
alle sensitiver gegeniiber der Behandlung mit Talazoparib als ihre jeweiligen parentalen
Gegenstlicke. Die Kontrollzelllinie HBLAK hatte ebenfalls einen niedrigeren ICso-Wert fiir
Talazoparib als fiir Olaparib. Hierbei war hervorzuheben, dass HBLAK fiir Talazoparib mit
1 uM einen hoheren ICso-Wert hatte, als die meisten UCCs, die sich, mit Ausnahme von

RT-112,RT-112 LTT und 253] LTT alle unterhalb von 1 uM befanden.

Im nichsten Schritt sollte nun Talazoparib in Kombination mit dem BETi PLX auf alle acht
Zelllinien angewandt werden. Dazu wurden, wie bei der Kombination von PLX mit Olaparib
die individuellen ICso-Werte fiir die einzelnen Zelllinien fiir die beiden Substanzen in
aufsteigenden Abstufungen miteinander kombiniert (siehe Tabelle 33 fiir die genaue
Darstellung der Konzentrationsabstufungen). Mittels MTT-Test wurde die relative Viabilitat
der acht Zelllinien nach der Behandlung gemessen und auf Basis der Methode nach
Chou-Talalay eine Synergie-Analyse durchgefiihrt. In Abb. 24 sind die daraus entstandenen

Combination-Index Plots dargestellt.
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Abb. 24: Chou-Talalay Analyse der Kombinationsbehandlung aus Talazoparib und PLX. Die
obere Reihe zeigt die Ergebnisse der Synergieanalyse der Cisplatin-sensiblen UCCs, die untere Reihe
zeigt die Ergebnisse der Cisplatin-resistenten LTT-Zelllinien. Auf der x-Achse ist die Fraction affected
(1-relative Viabilitdt = Anzahl der toten Zellen) abgebildet. Auf der y-Achse ist der Combination Index
(CI) dargestellt. CI < 1 zeigt einen Synergismus, CI = 1 zeigt einen additiven Effekt, CI > 1 zeigt einen

antagonistischen Effekt.

In allen acht behandelten Zelllinien war ein synergistischer Effekt der
Kombinationsbehandlung von Talazoparib und PLX festzustellen (CI < 1). Wie auch bei der
Kombination des BETi mit Olaparib war sowohl bei den Cisplatin-sensitiven als auch bei den
-resistenten Zelllinien ein zusatzlicher Effekt durch die Kombination der beiden Substanzen
zu erkennen. Es konnte beobachtet werden, dass der Effekt der Kombinationsbehandlung aus
Talazoparib und PLX in der Zelllinie |82 LTT stiarker war als bei der Kombination mit
Olaparib. Dennoch kann abschlieflend festgehalten werden, dass beide PARPi in Kombination
mit PLX eine vergleichbare Wirksamkeit in den Cisplatin-resistenten Zelllinien zeigen

konnten.

4.10 Einfluss der Behandlung auf die Genexpression

Um herauszufinden, welchen Einfluss die Mono- sowie die Kombinationstherapien mit dem
PARPi Olaparib und dem BETi PLX auf die Genexpression der Zellen haben, wurden die
Zelllinien RT-112, T24, 253], wie auch die Cisplatin-resistenten Sublinien RT-112 LTT, T24
LTT und 253] LTT mit Olaparib und PLX als Monotherapie als auch in Kombination behandelt
und die Genexpression mittels qRT-PCR gemessen. Grundlage fiir die Auswahl geeigneter
Gene waren Daten aus Hochdurchsatz-RNA-Sequenzierungen, die bei Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe erstellt wurden. Hieraus standen verschiedenen Datensitze zur Verfiigung:
1) differentiell exprimierte Gene nach 72h PLX-Behandlung von VM-CUB1, UM-UC-3 und
HBLAK im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, 2) differentiell exprimierte Gene in
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Cisplatin-resistenten LTTs im Vergleich zu ihren Parental-Zelllinien, 3) differentiell

exprimierte Gene zwischen verschiedenen UCCs und der benignen Kontrolllinie HBLAK.

Aus Datensatz 1 konnten Kandidaten zur Dokumentation von Verschiebungen in der
DNA-Reparatur durch PLX abgeleitet werden, die in den eigens behandelten Proben aus der
Kombinationstherapie untersucht werden sollten. Zahlreiche Gene, die mit der HR-Reparatur
assoziiert sind, waren nach PLX-Behandlung vermindert exprimiert. Um zu iiberpriifen, ob
die Expressionsreduktion von HR-assoziierten Genen nach Behandlung mit PLX auch bei den
fiir dieses Projekt angefertigten Proben von parentalen und Cisplatin-resistenten LTTs nach
Behandlung mit PLX allein bzw. in Kombination mit dem PARPi nachweisbar war, wurden die
beiden am stdrksten veranderten Gene RAD51 und FANCDZ im Zuge dieses Projektes mittels
gRT-PCR validiert. Daraus ist abzulesen, dass PLX auch in den UCCs RT-112, T24 und 253],
sowie in ihren Cisplatin-resistenten Sublinien eine Verminderung des Gens RAD51 bewirkte
(Abb. 25). Allerdings war die Veranderung nur sehr gering (hochster FC = -0,7 bei RT-112), so
dass dieses Ergebnis nicht als biologisch relevant angesehen werden konnte. Gleiches gilt fiir

die Kombinationsbehandlung.
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Abb. 25: Verinderung der RAD51-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und
der Kombination. Dargestellt sind die Genexpressionsverdnderungen in den Zelllinien RT-112, T24,
253], sowie in den jeweiligen LTT-Zelllinien nach Behandlung relativ zur DMSO-Kontrolle. Auf der
x-Achse ist die Zelllinie aufgetragen, auf der y-Achse ist der fold change (FC) der behandelten Proben
zur DMSO-Kontrollprobe dargestellt. Signifikanzniveau im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle:
**=p<0,001,*=p<0,01, *= p < 0,05, ns = nicht signifikant.

Bei der Messung der FACNDZ-Genexpression fiel auf, dass die Einzelbehandlung mit dem
PARPi Olaparib keine biologisch relevante Veranderung bewirken konnte (Abb. 26). PLX
wiederum zeigte in vier der sechs gemessenen Zelllinien einen relevanten FC von = 1,5. Den

stirksten Effekt konnte man bei T24 LTT feststellen (FC=-2,3), gefolgt von 253] LTT
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(FC=-2,0). Interessanterweise zeigten beide Cisplatin-resistenten Sublinien eine starkere
Veranderung als ihre parentalen Gegenstiicke (T24 FC =-1,9, 253] FC =-1,5). Lediglich bei
RT-112 und RT-112 LTT war dieser starke Effekt nicht zu beobachten (RT-112 FC=-1,1,
RT-112 LTTFC=-0,9). Die Expressionsverdnderungen nach Kombinationsbehandlung
entsprachen im Wesentlichen dem PLX-Effekt.
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Abb. 26: Verinderung der FANCD2-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und
der Kombination. Dargestellt sind die Genexpressionsverdnderungen in den Zelllinien RT-112, T24,
253], sowie in den jeweiligen LTT-Zelllinien nach Behandlung relativ zur DMSO-Kontrolle. Auf der
x-Achse ist die Zelllinie aufgetragen, auf der y-Achse ist der fold change (FC) der behandelten Proben
zur DMSO-Kontrollprobe dargestellt. Signifikanzniveau im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle:
**=p<0,001, *=p<0,01, *= p < 0,05, ns = nicht signifikant.

Neben RAD51 und FANCDZ wurden im Zuge dieses Projektes auch die beiden Gene BRCA1
und BRCAZ gemessen. Aus anderen Tumorentititen, wie dem Mammakarzinom oder dem
Ovarialkarzinom ist bekannt, dass PARPi vor allem bei BRCA-mutierten Varianten einen
guten therapeutischen Effekt bringen. Aus diesem Grund war es wichtig zu iiberpriifen, ob
PLX eine solche BRCAness hervorruft, die einen Erklarungsansatz fiir den synergistischen
Effekt der Kombinationstherapie liefern konnte. In den Abb. 27 und Abb. 28 sind die Daten zu
sehen, die mithilfe der qRT-PCR gemessen wurden. In keiner der getesteten Zelllinien konnte
ein biologisch relevanter FC bei der Genexpression von BRCAI und BRCAZ gemessen werden.
Den hochsten Ausschlag zeigte die Kombinationstherapie von Olaparib und PLX auf die
parentale Zelllinie T24 mit einem FC von 1,3 fiir BRCAZ. Die biologisch relevante Veranderung

der BRCA-Genexpression durch den BETi, wie sie in den RNAseq-Daten zu sehen war, konnte
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somit nicht mit den eigenen Zelllinien bestatigt werden. Durch Kombinationsbehandlung

waren eher schwachere oder sogar gegenlaufige Veranderungen hervorgerufen worden.
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Abb. 27: Veranderung der BRCA1-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und

der Kombination. Dargestellt sind die Genexpressionsverdnderungen in den Zelllinien RT-112, T24,

253], sowie in den jeweiligen LTT-Zelllinien nach Behandlung relativ zur DMSO-Kontrolle. Auf der

x-Achse ist die Zelllinie aufgetragen, auf der y-Achse ist der fold change (FC) der behandelten Proben

zur DMSO-Kontrollprobe dargestellt. Signifikanzniveau im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle:

**=p<0,001, *=p<0,01, *= p < 0,05, ns = nicht signifikant.
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Abb. 28: Veranderung der BRCA2-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und

der Kombination. Dargestellt sind die Genexpressionsverdnderungen in den Zelllinien RT-112, T24,

253], sowie in den jeweiligen LTT-Zelllinien nach Behandlung relativ zur DMSO-Kontrolle. Auf der

x-Achse ist die Zelllinie aufgetragen, auf der y-Achse ist der fold change (FC) der behandelten Proben

zur DMSO-Kontrollprobe dargestellt. Signifikanzniveau im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle:

**=p<0,001,*=p<0,01, *= p < 0,05, ns = nicht signifikant.
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Da bisher fiir die klassischen HR-assoziierten Gene keine signifikanten Verdnderungen in den
eigenen PLX-behandelten Zelllinien-Paaren gemessen werden konnten, wurde als nachstes
der NHE]J-DNA-Reparatur Signalweg betrachtet. Es wird angenommen, dass PLX als BETi
dazu fithrt, dass der HR-Reparaturweg herunterreguliert wird und somit der
NHE]J-Reparaturweg fiir die Zelle an Bedeutung gewinnt. Dies sollte im nidchsten Schritt
tiberprift werden. Als klassische Komponente des NHE]-Reparaturwegs wurde die
NHE]1-Expression per qRT-PCR gemessen (Abb. 29). Diese wurde in allen Zelllinien durch die
Behandlung mit PLX induziert, allerdings lag bei allen Proben der FC unterhalb des
Grenzwertes von * 1,5. Dem gegeniiber stand das Ergebnis der Behandlung mit dem PARPi
Olaparib: In allen Zelllinien konnte ein negativer FC festgestellt werden. Allerdings konnte
auch hier nicht von einer biologischen Relevanz ausgegangen werden. Durch diese
gegenldufige Wirkung fielen die Effekte der Kombinationsbehandlung kleiner aus als fiir die

PLX-Monobehandlung.
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Abb. 29: Veranderung der NHE]J1-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und
der Kombination. Dargestellt sind die Genexpressionsverdnderungen in den Zelllinien RT-112, T24,
253], sowie in den jeweiligen LTT-Zelllinien nach Behandlung relativ zur DMSO-Kontrolle. Auf der
x-Achse ist die Zelllinie aufgetragen, auf der y-Achse ist der fold change (FC) der behandelten Proben
zur DMSO-Kontrollprobe dargestellt. Signifikanzniveau im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle:
**=p<0,001,*=p<0,01, *= p < 0,05, ns = nicht signifikant.

Neben der NHEJI-Expression wurden aufierdem die Gene PARP1 und PARPZ als
Komponenten der NHE]-Reparatur betrachtet. Die Messung der Veranderung der
Genexpression von PARP1 und PARP2 war im Zuge dieses Projektes vor allem deswegen
relevant, da diese in direktem Zusammenhang mit der Wirkungsweise der PARPi stehen. Bei
der Expression von PARP1 konnte festgestellt werden, dass die Wirkung der

Kombinationsbehandlung in den meisten Zelllinien der Monobehandlung iiberlegen war. Bei
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den parentalen Zelllinien T24 und 253] konnte eine deutlich stirkere Herunterregulierung
des PARP1-Gens durch die Kombination im Gegensatz zur Monobehandlung mit Olaparib
gezeigt werden, obwohl die Monobehandlung aus PLX in beiden Fallen eher zu einer
Hochregulierung des Gens gefiihrt hatte. Bei den resistenten Linien RT-112 LTT und 253]
LTT kam es sogar zu einer erhohten Genexpression von PARP1 durch Olaparib allein, bei der
Kombination aber dennoch zu einer Reduktion der Genexpression. Insgesamt bewegten sich

diese Ergebnisse aber alle nicht im biologisch relevanten Bereich (Abb. 30).
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Abb. 30: Veranderung der PARP1-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und
der Kombination. Dargestellt sind die Genexpressionsverdnderungen in den Zelllinien RT-112, T24,
253], sowie in den jeweiligen LTT-Zelllinien nach Behandlung relativ zur DMSO-Kontrolle. Auf der
x-Achse ist die Zelllinie aufgetragen, auf der y-Achse ist der fold change (FC) der behandelten Proben
zur DMSO-Kontrollprobe dargestellt. Signifikanzniveau im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle:
**=p<0,001,*=p<0,01, *= p < 0,05, ns = nicht signifikant.

Bei der Messung der Genexpression von PARPZ zeigte sich in allen Zelllinien eine deutlich
stirkere Reduktion der PARPZ-Expression durch die Behandlung mit PLX allein als durch die
Monotherapie mit dem PARPi Olaparib. In der LTT-Zelllinie T24 war dieser Effekt sogar im
biologisch relevanten Bereich mit einem FC = -1,76. Die Kombination war in den Zelllinien
253], RT-112 LTT und 253] LTT effektiver als die PLX-Monobehandlung, in den tbrigen
Zelllinien kam es zu einer geringeren Reduktion des PARP2-Gens durch die

Kombinationsbehandlung (Abb. 31).
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Abb. 31: Veranderung der PARP2-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und
der Kombination. Dargestellt sind die Genexpressionsverdnderungen in den Zelllinien RT-112, T24,
253], sowie in den jeweiligen LTT-Zelllinien nach Behandlung relativ zur DMSO-Kontrolle. Auf der
x-Achse ist die Zelllinie aufgetragen, auf der y-Achse ist der fold change (FC) der behandelten Proben
zur DMSO-Kontrollprobe dargestellt. Signifikanzniveau im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle:

**=p<0,001, **=p<0,01, *= p < 0,05, ns = nicht signifikant.

Neben dem HR- und dem alternativen NHE]-Reparaturweg sind Zellen, die mit Cisplatin
behandelt wurden auf einen dritten Reparaturweg angewiesen: den Nucleotide excision
repair-Weg (NER). Dieser ist vorrangig dafiir zustandig grofde und sperrige DNA-Fragmente
zu beseitigen bzw. zu reparieren (Duan et al., 2020). Daher wurden NER-assoziierte Gene in
den RNAseq Daten betrachtet. Die mit Abstand deutlichste Genexpressionsverdanderung
durch PLX-Behandlung wurde fiir das POLE2-Gen festgestellt. Auffillig war, dass UM-UC-3
neben POLEZ nur noch das Gen GTFZHZ2 schwach herunterreguliert hatte. Weitere Gene der
NER, die auffillige Expressionsverdnderungen aufwiesen, waren RFC3/4/5, ERCC8 und
POLD3. Daher wurden POLEZ und POLD3, sowie ERCC2 mittels qRT-PCR in den eigenen
Proben gemessen. Dariiber hinaus wurde auch ERCC1 gemessen, da vor allem die ERCC-Gene
im Zusammenhang stehen mit Cisplatin-Resistenzen und somit auch mit dem NER-Weg der

Zelle. Nachfolgend sind die Ergebnisse der Messungen aufgefiihrt.
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Abb. 32: Veranderung der POLE2-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und
der Kombination. Dargestellt sind die Genexpressionsverdnderungen in den Zelllinien RT-112, T24,
253], sowie in den jeweiligen LTT-Zelllinien nach Behandlung relativ zur DMSO-Kontrolle. Auf der
x-Achse ist die Zelllinie aufgetragen, auf der y-Achse ist der fold change (FC) der behandelten Proben
zur DMSO-Kontrollprobe dargestellt. Signifikanzniveau im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle:

**=p<0,001, **=p<0,01, *= p < 0,05, ns = nicht signifikant.
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Abb. 33: Veranderung der POLD3-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und
der Kombination. Dargestellt sind die Genexpressionsverdnderungen in den Zelllinien RT-112, T24,
253], sowie in den jeweiligen LTT-Zelllinien nach Behandlung relativ zur DMSO-Kontrolle. Auf der
x-Achse ist die Zelllinie aufgetragen, auf der y-Achse ist der fold change (FC) der behandelten Proben
zur DMSO-Kontrollprobe dargestellt. Signifikanzniveau im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle:
**=p<0,001,*=p<0,01, *= p < 0,05, ns = nicht signifikant.
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Abb. 32 zeigt, dass auch in den hier gemessenen Zelllinien die POLE2-Genexpression durch
die Behandlung mit PLX herabgesenkt wurde. In den Zelllinien RT-112 und T24 LTT zeigte
sich sogar ein biologisch relevanter FC von < -1,5 (RT-112 FC = -1,5, T24 LTT FC = -2,0).
Erstmalig wurden hier durch die Kombinationsbehandlung teilweise starkerer Effekte als
durch die Monobehandlung beobachtet. Der gleiche Trend war auch in der Verdnderung der
POLD3-Genexpression nachweisbar (Abb. 33). Auch hier bewirkte die Behandlung mit PLX in
allen sechs Zelllinien ein Absinken der Genexpression, allerdings nicht im biologisch

relevanten Bereich von + 1,5 FC.

Die Analyse der ERCC-Gengruppe ergab ein starker heterogenes Bild. Bei den parentalen
Linien RT-112 und 253] kam es durch die Behandlungen zur Hochregulierung des Gens
ERCC2, bei T24 zur Herunterregulierung. Bei den LTTs zeigte sich ein genau gegenteiliger
Effekt - bei RT-112 LTT und 253] LTT war ERCC2 herunterreguliert, bei T24 LTT
hochreguliert. Bei T24, RT-112 LTT und 253] LTT konnte allerdings bei der
Kombinationsbehandlung ein deutlich verringerter FC im Vergleich zur Monobehandlung

dargestellt werden (Abb. 34).
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Abb. 34: Veranderung der ERCC2-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und
der Kombination. Dargestellt sind die Genexpressionsverdnderungen in den Zelllinien RT-112, T24,
253], sowie in den jeweiligen LTT-Zelllinien nach Behandlung relativ zur DMSO-Kontrolle. Auf der
x-Achse ist die Zelllinie aufgetragen, auf der y-Achse ist der fold change (FC) der behandelten Proben
zur DMSO-Kontrollprobe dargestellt. Signifikanzniveau im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle:
**=p<0,001,*=p<0,01, *= p < 0,05, ns = nicht signifikant.

Die Expression des ERCCI-Gens folgte ebenfalls keinem homogenen Bild nach der
Behandlung mit den unterschiedlichen Substanzen (Abb. 35). Dennoch konnte beobachtet

werden, dass es in allen LTTs zu einer Herunterregulierung durch PLX kam. Auch die
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Kombinationsbehandlung bewirkte in allen LTTs eine Herunterregulierung, die aber bei den
meisten Zelllinien schwacher ausfiel als die Monobehandlung mit PLX. Insgesamt waren die

Veranderungen sowohl bei ERCCZ als auch bei ERCC1 nicht im biologisch relevanten Bereich.
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Abb. 35: Veranderung der ERCC1-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und
der Kombination. Dargestellt sind die Genexpressionsverdnderungen in den Zelllinien RT-112, T24,
253], sowie in den jeweiligen LTT-Zelllinien nach Behandlung relativ zur DMSO-Kontrolle. Auf der
x-Achse ist die Zelllinie aufgetragen, auf der y-Achse ist der fold change (FC) der behandelten Proben
zur DMSO-Kontrollprobe dargestellt. Signifikanzniveau im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle:
**=p<0,001, **=p<0,01, *= p < 0,05, ns = nicht signifikant.

Zusammenfassend konnten in den hier dargestellten Untersuchungen teils deutliche
Genexpressionsverdnderungen durch die Behandlungen mit PLX, Olaparib und die
Kombination der beiden zeigt werden. In den getesteten Zelllinien kam es nach
PLX-Behandlung zu einer teils deutlichen Reduktion der Genexpression von Genen der
HR-Reparatur. RAD51 zeigte sich sowohl in den RNAseq-Daten als auch in den eigenen
Zelllinien nach PLX-Behandlung vermindert. Ebenso konnte eine deutliche Reduktion der
Expression des FANCDZ2-Gens nach PLX-Behandlung gemessen werden, welche sich vor allem
bei den Cisplatin-resistenten Zelllinien auch im biologisch relevanten Bereich befand. Eine
relevante Expressionsverdanderung der BRCA-Gene konnte allerdings nicht belegt werden.
Bei der Messung der NHEJ1-Expression konnte in allen Zelllinien eine Induktion durch die
Behandlung mit PLX gemessen werden. Als Stellvertreter fiir den NER-Reparaturweg wurden
POLEZ2, POLD3 und die zwei ERCC-Gene gemessen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
sowohl POLEZ als auch POLD3 durch PLX in allen Zelllinien herunterreguliert wurde. Die
Expression der ERCC-Gene zeigten insgesamt ein sehr heterogenes Bild. Abschlieféend war

fir PARP1 bei den meisten Zelllinien ein zunehmender Effekt bei der
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Kombinationsbehandlung im Vergleich zur Monotherapie festzustellen. Allerdings waren die
meisten gemessenen Werte nicht signifikant und auch nicht biologisch relevant. PARP2
wiederum war in fast allen Zelllinien vor allem durch PLX deutlich reduziert. Der Effekt des

PARPi Olaparib war in allen Zelllinien geringer.

4.11 Identifizierung moéglicher Faktoren, die das PARPi-Ansprechen bestimmen

Die zuvor dargestellten Ergebnisse konnten zeigen, dass es einen synergistischen Effekt
beider PARPi (Olaparib und Talazoparib) mit dem BETi PLX gab. Zuséatzlich dazu konnte aber
auch ein wesentlicher Unterschied beziiglich des Ansprechens auf PARPi zwischen den
einzelnen Zelllinien festgestellt werden. Tabelle 38 zeigte den direkten Vergleich der beiden
Substanzen Olaparib und Talazoparib und machte durch die Grauabstufungen deutlich, dass
vor allem die Zelllinie RT-112, sowie RT-112 LTT besonders resistent gegeniiber PARPi
waren. Zusatzlich dazu konnte bei den meisten dargestellten Zelllinien sowohl bei Olaparib
als auch bei Talazoparib festgestellt werden, dass die LTTs sensitiver gegeniiber der
Monotherapie mit dem PARPi reagierten als ihre parentalen Gegenstiicke. Mithilfe der zwei
weiteren RNAseq-Datensdtze sollten nun mogliche endogene Genexpressionsmuster
ermittelt werden, die zum einen eine Erkldrung fiir die Resistenz von RT-112 und RT-112
LTT gegeniiber PARPi liefern kdnnten und zum anderen die bessere Sensitivitit der LTTs
erklaren konnten. Im Umkehrschluss konnte dies Anhaltspunkte beziiglich der
Wirkungsweise der Substanz liefern und folglich mogliche Biomarker fiir das Ansprechen auf

die Behandlung mit PARPi zeigen.

Auf Basis publizierter Ubersichtsartikel (Rose et al., 2020, Noordermeer and van Attikum,
2019) zu Resistenzmechanismen gegeniiber PARPi wurden Gene definiert, die potenziell an
der Vermittlung von Sensitivitit bzw. Resistenz beteiligt sind. Die mittels RNAseq
identifizierten differentiell exprimierten Gene zwischen parentalen Zelllinien und deren
Cisplatin-resistenten LTT-Sublinien bzw. zwischen fiinf UCCs und HBLAK wurden daher mit

den selbst aus der Literatur erstellten Kandidatenlisten abgeglichen und Diagramme erstellt.

4.11.1 Genexpressionsunterschiede von RT-112 vs. HBLAK im Vergleich zu anderen UCCs
vs. HBLAK

Um mogliche Faktoren zu identifizieren, die eine PARPi-Resistenz (wie im Fall von RT-112)
regulieren konnten, sind in Abb. 36 die Gene dargestellt, die bei den parentalen Zelllinien
(VM-CUB1, UM-UC-3, RT-112, T24 und ]82) mindestens mit einem FC + 1,5 differentiell

gegeniiber der Kontrollzelllinie HBLAK exprimiert waren.
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Abb. 36: Expression PARP-assoziierter Gene in den UCCs T24, RT-112, J24, VM-CUB1 und
UM-UC-3. Dargestellt sind die Genexpressionsverdnderungen relativ zur Kontrollzelllinie HBLAK. Auf
der x-Achse sind die einzelnen Gene aufgetragen, auf der y-Achse ist der fold change (FC) der
Genexpression relativ zur HBLAK-Kontrollprobe dargestellt. Die y-Achse wurde zur besseren
Anschauung bei -10 beendet. Bei Uberschreiten der Skala sind die wahren Werte neben den Balken

aufgefiihrt.

Zunichst fiel in Abb. 36 auf, dass bei allen UCCs alle dargestellten PARP-assoziierten Gene im
Gegensatz zu HBLAK herunterreguliert wurden und kein Gen induziert wurde. Dariiber
hinaus war anzumerken, dass das tatsdchliche Angriffsziel des PARPi, niamlich die Gene
PARP1 und PARPZ2, nicht in der Graphik abgebildet waren, da hier kein FC +1,5 gemessen
werden konnte. Die stirkste Verdnderung, die in den UCCs relativ zur Kontrollzelllinie
beobachtet werden konnte, war in den Genen SLFN11, PTEN und ABCGZ2. Der FC des Gens
SLFN11 lag bei der resistentesten Zelllinie RT-112 bei -5.754,2 und war damit deutlich
herunterreguliert. Bei VM-CUB1 lag der FC bei -67,7. Bei den anderen UCCs war keine
Veranderung des SLFN11-Gens festzustellen. PTEN wiederum war vor allem in der Zelllinie
UM-UC-3 stark herunterreguliert mit einem FC von -327,9. Auch in ]J82 konnte fiir PTEN ein
negativer FC von -8,3 gemessen werden. Das ABCGZ2-Gen war lediglich in UM-UC-3
herunterreguliert, hier aber deutlich mit einem FC von -127,8. Fiir MADZL2 konnte ein
verminderter FC von -3,1 fiir RT-112, sowie -1,5 fiir VM-CUB1 gemessen werden. WRN
wiederum war nur in RT-112 vermindert mit einem FC von -2,0. Das Gen HDAC9 zeigte in
allen UCCs aufser UM-UC-3 einen negativen FC. Die starkste Veranderung war auch hier in der
resistenten Zelllinie RT-112 zu sehen mit einem FC von -20,4, gefolgt von ]82 (FC = -4,1), T24
(FC=-2,7) und VM-CUB1 (FC = -1,6).
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Besonders in RT-112 auffillig herabregulierte Gene waren also HDAC9, SLFN11, CTC1, HDACS,
MADZ2L2 und WRN. Diese kdmen als Kandidaten fiir ein vermindertes Ansprechen auf PARPi
in Betracht und miissten zukiinftig durch Expressionsmodulation und anschliefiende

Dosiswirkungskurven funktionell untersucht werden.

4.11.2 Genexpressionsunterschiede zwischen LTTs vs. parentalen UCCs

Da die LTTs grundsatzlich sensitiver gegenliber PARPi waren als Thre Parental-Zelllinien,
wurde ein weiterer Vergleich fiir PARP-Response-assoziierte Gene angestellt. Abb. 37 zeigt
die veranderte Genexpression PARP-assoziierter Gene der Cisplatin-resistenten LTTs relativ
zu ihren parentalen UCCs. Aufgefiihrt sind nur die Gene mit einem FC + 1,5. Die Aufteilung in
zwei Graphen dient lediglich der besseren Ubersicht und hat keinen inhaltlichen Grund. Die

unterschiedlichen Skalierungen der Ordinate sind zu beachten.
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Abb. 37: Expression PARP-assoziierter Gene in den Cisplatin-resistenten Zelllinien T24 LTT,
RT-112 LTT und )24 LTT. Dargestellt sind die Genexpressionsverdanderungen relativ zu den
jeweiligen parentalen UCCs T-24, RT-112 bzw. J82. Auf der x-Achse sind die einzelnen Gene
aufgetragen, auf der y-Achse ist der fold change (FC) der Genexpression relativ zu ihren jeweiligen
parentalen UCCs dargestellt. Die x-Achse wurde zur besseren Ubersicht auf zwei Graphen aufgeteilt.
Die y-Achse des oberen Graphen wurde zur besseren Anschauung bei -10 beendet. Bei Uberschreiten

der Skala sind die wahren Werte neben den Balken aufgefiihrt.

Die beiden Graphen in Abb. 37 zeigen, dass es bei den LTTs Verdnderungen hinsichtlich der
Genexpression im Vergleich zu den jeweiligen parentalen Gegenstiicken gab. Es konnten
sowohl Zunahmen der Genexpression als auch einige starke Reduktionen festgestellt werden.
Die deutlichsten Reduktionen waren bei den beiden aufgefiihrten ABC-Genen zu beobachten:
ABCB1 und ABCG2. Bei beiden handelt es sich um Gene, die fiir Multidrug-Resistance Proteine

kodieren. Eine Herabregulation konnte ein Grund fiir eine hohere Sensitivitit sein.

Die Genexpression von HDAC9 war bei den LTTs teilweise sehr stark erhoht, in allen drei
Cisplatin-resistenten Zelllinien war ein Anstieg messbar. HDAC9 war das einzige Gen, das in

allen drei Zelllinien den gleichen Trend der Veranderung in der Genexpression zeigte.

Bei den Ergebnissen der RNAseq-Daten der parentalen Zelllinien war aufgefallen, dass die
Gene MADZL2 und WRN vor allem in der resistenten Zelllinie RT-112 herunterreguliert
waren. Daher war bei der Datenauswertung der LTTs auffallig, dass genau diese Gene in der

Cisplatin-resistenten RT-112 LTT iiberexprimiert waren.
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Dariiber hinaus waren auch die Genexpressionsveranderungen von SMARCAL1, MRE11 und
EZHZ interessant. Grund dafiir war, dass diese drei Gene alle in Zusammenhang mit der
Stabilitit der DNA-Replikationsgabel im Falle eines DNA-DSB stehen. Zwei dieser Gene,
namlich SMARCAL1 und MRE11 zeigten auch eine Verdanderung in den PLX-behandelten
Zellen, die einen eventuellen Anhaltspunkt fiir die Mechanismen hinter der synergistischen
Wirkung von PLX und PARPi liefern konnten. Die Ergebnisse dazu werden im nachfolgenden
Kapitel gezeigt. Bei den LTTs zeigte sich also ein positiver FC fiir SMARCAL1 in T24 LTT,
sowie eine Reduktion der MRE11 Genexpression ebenfalls in T24 LTT. EZHZ war lediglich in
RT-112 LTT verdndert. Anders als bei den parentalen UCCs war bei J82 LTT aufderdem das
Gen PARP1 induziert. Bei den beiden anderen LTTs war allerdings keine Verdnderung zu

beobachten.

Dieser Auswertevergleich ergab also eine ganze Reihe von Kandidaten, die zur verstarkten
Sensitivitdt von LTTs gegentiber PARPi beitragen konnten. Solche wie die ABC-Gene und die
dadurch induzierten Proteine, sowie die Gene HDAC9, MAD2L2 oder WRN sollten zukiinftig

dahingehen naher untersucht werden.

4.11.3 Expressionsunterschiede PARP-assoziierter Gene zwischen PLX-behandelten UCCs

vs. unbehandelten UCCs

PARPi haben in Kombination mit dem BETi PLX einen synergistischen Effekt bei der
Behandlung der hier gemessenen UCCs zeigen koénnen. In den zuvor dargestellten
Ergebnissen konnte ein Einblick in die Expression PARP-assoziierter Gene in unbehandelten
parentalen UCCs, sowie LTTs gewonnen werden. Um die Synergie mit PLX besser verstehen
und erkliaren zu konnen, wurde die Liste der PARP-assoziierten Gene im nachsten Schritt mit
den RNAseq-Daten der mit PLX behandelten UCCs VM-CUB1 und UM-UC-3, sowie der
Kontrollzelllinie HBLAK verglichen (Abb. 38).
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Abb. 38: Expression PARP-assoziierter Gene nach PLX-Behandlung in den UCCs VM-CUB1 und
UM-UC-3, sowie in der Kontrolllinie HBLAK. Dargestellt sind die Genexpressionsverdnderungen
relativ zur jeweiligen DMSO-Kontrolle. Auf der x-Achse sind die einzelnen Gene aufgetragen, auf der
y-Achse ist der fold change (FC) der Genexpression nach PLX-Behandlung relativ zur DMSO-Kontrolle
dargestellt. Die x-Achse wurde zur besseren Ubersicht auf zwei Graphen aufgeteilt. Die y-Achsen
wurden zur besseren Anschauung bei -10 beendet. Bei Uberschreiten der Skala sind die wahren Werte

neben/iiber den Balken aufgefiihrt.

Zunichst fiel bei der Auswertung auf, dass mehr Gene vermindert exprimiert waren als
induziert wurden. Wie auch bei den unbehandelten Zelllinien war auch nach der Behandlung
mit PLX keine Verdnderung in den PARP1/PARPZ2-Genen festzustellen. Eine Verdnderung des
tatsachlichen Angriffsziels des PARPi durch PLX gab es also nicht. Wie bereits bei den
unbehandelten UCCs war aber auch nach der Behandlung mit PLX eine Verdnderung der
ABC-Genexpression zu sehen. Zahlreiche andere Gene wurden durch den BETi in ihrer
Expression stark vermindert. Es zeigt sich also, dass es durch die Behandlung mit PLX zu
einer Vielzahl von Expressionsverdanderungen PARP-assoziierter Gene in den UCCs kommt.
Dadurch ergeben sich moégliche Ansatze einer Erklarung der synergistischen Wirkung von
BETi und PARPi. Welche konkreten Genverdnderungen den hier gezeigten Synergismus

schlussendlich bedingen bedarf zum aktuellen Zeitpunkt weiteren Untersuchungen.
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5 Diskussion

5.1 Wirksamkeit der PARPi-Monotherapie

Ziel dieser Arbeit war es, neue therapeutische Optionen fiir Patienten mit einem
fortgeschrittenen muskelinvasiven Harnblasenkarzinom zu erforschen. Es ist bekannt, dass
die meisten dieser Patienten im Verlauf der Behandlung eine Resistenz gegen die aktuell
vorherrschende Therapie mit Cisplatin entwickeln. Das Hauptaugenmerk lag daher auf der
Untersuchung Cisplatin-resistenter UC-Zelllinien. In Vorarbeiten durch Skowron et al. (2018)
konnte eine Vielzahl an Mechanismen identifiziert werden, die zur Resistenzentwicklung der
Karzinomzellen gegeniiber Cisplatin beitragen konnten. Besonders eindriicklich zeigte sich
dabei die Fahigkeit der Cisplatin-resistenten LTT-Zelllinien bereits gemessene DSBs im
Verlauf der Zeit wieder zu reduzieren. Es konnten Hinweise darauf gesammelt werden, dass
Cisplatin-resistente UCCs in der Lage sind, ihre DNA-Reparaturwege zu verbessern, um somit
auch hohe Dosen des Chemotherapeutikums zu erdulden. Vor diesem Hintergrund wurden in
dieser Arbeit Kombinationstherapien mit Substanzen untersucht, die in der Lage sind, die
DNA-Reparaturmechanismen von Zellen zu inhibieren. Als Inhibitoren der DNA-Reparatur
werden aktuell in zahlreichen Studien PARPi untersucht. Praklinische Studien haben
beispielsweise zeigen konnen, dass die Anwendung eines PARPi in Kombination mit Cisplatin
mehr DNA-Schiaden bewirken kann als die alleinige Therapie mit Cisplatin (Jian et al.,, 2014,
Bhattacharjee et al., 2022). PARPi fiithren vor allem zu einer Defizienz des alternativen
NHE]-Weges und machen die Zellen somit abhiangig vom HR-Reparaturweg. Bei einigen
BRCA-mutierten und somit HR-defizienten Tumorentititen finden PARPi daher bereits
klinische Anwendung und machen sie fiir weitere Forschungsarbeiten besonders interessant
(Deutsche Krebsgesellschaft, 2021b, European Medicines Agency, 2024a). Aus aktuellen
Studien ist auflerdem bekannt, dass PARPi in weiteren BRCA-mutierten Tumoren, fir die
PARPI bisher noch nicht zugelassen sind, zu vielversprechenden Ergebnissen gefiihrt haben

(Lord and Ashworth, 2016, Murai et al., 2012).

5.1.1 Ansprechen von UCCs und LTTs auf die PARPi-Monotherapie

Die Wirkung von PARPi auf UCCs ist wenig untersucht. Da das UC meist keine HR-Defizienz
aufweist, war davon auszugehen, dass eine Monotherapie mit einem PARPi nicht effektiv sein
wiirde und somit eine Kombinationstherapie erforderlich macht. Anhand der durchgefiihrten
MTT-Tests nach alleiniger Olaparib-Behandlung konnte im Zuge dieser Arbeit belegt werden,
dass die parentalen UCCs wenig sensitiv gegeniiber der Monotherapie waren. Dies deckt sich
auch mit Untersuchungen, die in einer Studie von Bhattacharjee et al. (2022) dargestellt
werden. Auch hier wurden Blasenkarzinomzelllinien unter anderem mit Olaparib behandelt,

wobei sich kein relevanter Effekt auf die Karzinomzellen in der Monotherapie zeigte. Die in
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der hier vorliegenden Arbeit gemessenen ICso-Werte der getesteten UC-Zelllinien bewegten
sich im Bereich zwischen 11,0 uM und 97,2 pM. Vor allem die Zelllinie RT-112 zeigte sich
besonders resistent gegeniiber Olaparib. Vergleicht man diese Werte mit anderen Arbeiten,
die sich mit der Wirksamkeit von Olaparib auf andere nicht BRCA-mutierte Karzinomzellen
beschaftigt haben, so zeigt sich, dass die ICso-Werte der parentalen UCCs im direkten
Vergleich wesentlich hoher liegen. So wurde z.B. durch Karakashev et al. (2017) bei der
Ovarialkarzinom-Zelllinie OVCAR3 (BRCA-Wildtyp) ein Olaparib ICso von 5,0 pM gemessen.
Bei den in dieser Arbeit verwendeten LTTs zeigte sich, dass alle Cisplatin-resistenten
Sublinien sensitiver auf die Monotherapie mit Olaparib reagierten als die parentalen UCCs.
Dies fiihrt zu der theoretischen Annahme, dass Cisplatin-resistente Zellen durch ihr hohes
Maf} an DNA-Schadigung verstarkt auf die verschiedenen DNA-Reparaturwege und somit
auch auf den NHE]-Reparaturweg angewiesen sein konnten. Eine Kombinationstherapie

konnte als vor allem bei diesen Zellen erfolgsversprechend sein.

Zur Validierung der Wirksamkeit der Substanzgruppe der PARPi wurde im Zuge dieser Arbeit
neben Olaparib auch der PARPi Talazoparib untersucht. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
konnte ebenfalls festgestellt werden, dass die Monoanwendung von Talazoparib auf die
UC-Zelllinie UM-UC-3 keinen starken zytotoxischen Effekt hatte (Thy et al., 2021). Es zeigte
sich eine hohe Substanztoleranz in der Monotherapie, was sich mit den Ergebnissen dieser
Arbeit deckt. Im Zuge der vorliegenden Arbeit war aufierdem, dhnlich wie bei der
Monotherapie mit Olaparib, auch bei der Talazoparib-Monotherapie eine hohe Spannbreite
der ICso-Werte in den unterschiedlichen Zelllinien festgestellt worden. RT-112 war auch hier
die resistenteste parentale Zelllinie, RT-112 LTT wiederrum zeigte sich bei der Monotherapie
mit Talazoparib allerdings noch resistenter als die parentale Zelllinie. Insgesamt lagen die
ICso-Werte von Talazoparib aber deutlich unterhalb der Werte fiir Olaparib, was
moglicherweise eher fiir die Verwendung von Talazoparib sprechen konnte. Ein positives
Argument fiir Talazoparib ergab sich vor allem auch aus dem ICsp-Wert fiir die
Kontrollzelllinie HBLAK, da dieser hoher lag als die ICso-Werte der meisten UC-Zelllinien und
auch hoéher als die Werte der zwei LTT-Zelllinien T24 LTT und J82LTT. Diese Beobachtung
konnte also einen positiven Effekt auf die Nebentoxizitit haben bei der Verwendung von
Talazoparib im Gegensatz zu Olaparib. Im Gegensatz zu Talazoparib befindet sich Olaparib
allerdings bereits seit ca. 10 Jahren in vermehrter klinischer Anwendung bei der Behandlung
HR-defizienter Tumorentitaten was einen enormen Vorteil mit Blick auf vorliegende klinische
Langzeitdaten bietet. Eine klinische Zulassung in der EU liegt allerdingt fiir beide Substanzen
vor (European Medicines Agency, 2024a, European Medicines Agency, 2024b). Insgesamt
konnten fiir beide hier untersuchten PARPi sowohl Vor- als auch Nachteile aufgezeigt

werden, die die Frage nach dem idealen PARPi aktuell noch offenlasst.
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5.1.2 Analyse méglicher Faktoren, die das Ansprechen auf PARPI beeinflussen

Anhand der RNAseq-Datenauswertung konnten Einblicke in die Genexpression der
unterschiedlichen UCCs, sowie ihre Cisplatin-resistenten Sublinien gewonnen werden, die
Riickschliisse auf mogliche Resistenzmechanismen gegeniiber der Substanzklasse der PARPi
zulassen. Dabei lag das Augenmerk vor allem auf der Zelllinie RT-112, die sich gegeniiber
Olaparib und Talazoparib am resistentesten gezeigt hatte. Zunichst fiel bei der Analyse der
Transkriptomdaten auf, dass bei den parentalen UCCs die beiden Gene PARP1 und PARPZ, die
fir die Expression der PARPi Zielproteine verantwortlich sind, im Vergleich zu normalen
Zellen nicht differentiell exprimiert waren. Auf Basis der in diesem Projekt vorliegenden
Daten ist also nicht von einem Resistenzmechanismus durch einen Verlust des Zielproteins

auszugehen.

Ein auffillig differentiell exprimiertes Gen, was im Zusammenhang mit dem Ansprechen auf
PARPi in der Literatur Erwahnung findet, ist das Gen SLFN11. Es wird beschrieben, dass der
Verlust von SLFN11 zu einer Resistenz gegeniiber PARPi fiihren kann. SLFN11 ist als
»Wichter des Genoms"“ dafiir zustandig, Zellen mit einer defekten Replikationsfahigkeit in
einen S-Phasen-Arrest zu fithren und im Falle einer irreversiblen Schadigung in Apoptose zu
treiben (Noordermeer and van Attikum, 2019, Murai et al., 2018). Entsprechend verhindert
ein starker Expressionsverlust von SLFN11, den wir in der RT-112 Zelllinie nachweisen
konnten, dass diese Zellen in die Apoptose getrieben werden kénnen und koénnte zur

beobachteten Resistenz gegeniiber PARPI beitragen.

Aus der Literatur geht auch hervor, dass der Verlust des so genannten
TP53BP1-REV7-Shieldin-Komplexes ein vermindertes Ansprechen von Tumorzellen auf die
Behandlung mit PARPi bewirken kann. (Noordermeer and van Attikum, 2019). Es ist bekannt,
dass der Shieldin-Komplex im Falle eines DNA-DSB zu einer Verschiebung des
Reparaturmechanismus von der HR- zur NHE]-Reparatur fiihrt. Ein aktiver Shieldin-Komplex
bewirkt in der Zelle also, dass die HR-Reparatur herunterreguliert und der
NHE]-Reparaturweg verstarkt genutzt wird. (Gupta et al., 2018). Zwei wichtige Gene fiir die
Funktionalitat des Shieldin-Komplexes sind die Gene RIFI1 und REV7 (=MADZ2LZ2). Beide Gene
interagieren stark mit dem TB53BP1-Gen, welches Teil des Shieldin-Komplexes ist und
gemeinsam mit RIF1 und REV7 den NHE]-Reparaturweg foérdert (Gupta et al, 2018,
Escribano-Diaz et al,, 2013). Mit Hilfe der RNAseq-Datenauswertung konnte gezeigt werden,
dass MADZL2 in RT-112 Zellen und in VM-CUB1 herunterreguliert war. Ein solcher
Expressionsverlust konnte bedeuten, dass der Shieldin-Komplex nicht funktional ist und

dadurch ein Ansprechen auf PARPi reduziert ist.
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Auch WRN war in der Zelllinie RT-112 herunterreguliert. Das WRN-Protein spielt unter
anderem eine Rolle in der Reparatur von DNA-DSBs. Das Protein interagiert mit anderen
Proteinen, die fiir die verschiedenen DNA-Reparaturwege notwendig sind, unter anderem
auch den HR- und den NHE]-Reparaturweg (Lachapelle et al., 2011, Oshima et al,, 2002). In
Studien konnte nachgewiesen werden, dass ein Knockdown des WRN-Proteins zu einer
Reduktion des klassischen NHE]J-Weges fiihrt (Shamanna et al., 2016). Dies kdnnte eine
weitere mogliche Erklarung dafiir sein, wieso RT-112 nur schlecht auf die Monotherapie mit

PARPi anspricht.

Das PTEN-Gen war durch eine deutlich verminderte Expression in UM-UC-3 aufgefallen. Die
Untersuchung von UM-UC-3 war in diesem Zusammenhang von groflem Interesse, da diese
zu den Zelllinie gehorte, die eher sensitiv auf die Behandlung mit Olaparib reagierte. PTEN ist
ein Tumorsuppressorgen, welches in vielen Tumorentititen verloren geht. Es spielt eine
Rolle bei der Reparatur von DNA-DSBs via HR (Mansour et al,, 2018). Studien haben zeigen
konnen, dass ein Verlust des PTEN-Gens dazu fiithren kann, dass es zu einem Defekt in der HR
kommt und die Zelle somit vermehrt auf die Reparatur tiber den NHE]-Reparaturweg
angewiesen ist. Aufgrund dieser Verschiebung der Reparatur hin zum alternativen NHE]-Weg
reagieren die Tumorzellen besser auf PARPi. Ein Verlust von PTEN machte die Zellen also
sensitiver gegeniiber der Behandlung (Dedes et al, 2010, Mansour et al,, 2018, Mendes-
Pereira et al., 2009). Dies konnte dazu beitragen, dass UM-UC-3 mit einem ICso von 11,0 pM

fiir Olaparib zu den eher sensitiven Zelllinien z&hlt.

Zusatzlich dazu konnte bei UM-UC-3 auch eine starke Reduktion des ABCGZ festgestellt
werden (FC = -127,8). ABC-Gene kodieren fiir so genannte ABC-Transporter Proteine. Diese
spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Resistenzen gegen Medikamente. Kommt
es zu einer Uberexpression der ABC-Gene, so kénnen mithilfe der daraus {iberexprimierten
ABC-Proteine verstirkt Transporter in die Zellwand eingebaut werden. Diese fithren zu
einem verstarkten Drug-Efflux, also dem Abtransport der Substanz aus der Zelle heraus. Bei
Tumoren, die in Studien eine Resistenz gegen PARPi gezeigt hatten, konnte in den meisten
Fillen eine Uberexpression der Transporter-Gene festgestellt werden (Noordermeer and van
Attikum, 2019). Der Verlust des Transport-Gens ABCGZ konnte also dazu fiihren, dass die
Zelle die Substanz aufnimmt und nur verminderte Moglichkeiten hat, die toxische Substanz
wieder aus der Zelle heraus zu beférdern. Man spricht von einem verminderten Drug-Efflux.
Es kommt zu einer Akkumulation des PARPi innerhalb der Zelle und folglich zum Zelltod.
Umgekehrt konnte in den eher resistenten Zelllinien keine Mutation im ABC-Gen festgestellt

werden, so dass hier von einem funktionierenden Drug-Efflux auszugehen ist.

Nicht nur unter den parentalen UCCs konnten deutliche Unterschiede im Ansprechen auf die

Behandlung mit PARPi nachgewiesen werden, sondern auch zwischen den
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Cisplatin-sensitiven und den -resistenten Zelllinien. In der im Zuge dieser Arbeit
durchgefiihrten Genexpressionsanalyse konnten Unterschiede zwischen parentalen und
LTT-Zelllinien identifiziert werden, die einen Anhaltspunkt liefern koénnten fiir die
zugrundeliegenden Mechanismen des unterschiedlichen PARPi-Ansprechens. Ein auffillig
dereguliertes Gen war MRE11. MRE11 ist Teil des so genannten MRN-Komplexes, welcher
eine zentrale Rolle in der Reparatur von DNA-DSBs spielt. Der Komplex bindet an den
DNA-DSB und fiihrt zu einer Aktivierung der ATM-Kinase. Es kommt zu einer Aktivierung der
DNA-Schadensantwort durch die HR (Brown et al,, 2017, Krajewska et al., 2015). MRE11 war
in den Cisplatin-resistenten T24 LTT in Relation zur parentalen Zelllinie herunterreguliert, so
dass es zu einer Verschiebung hin zum NHE]-Reparaturweg gekommen sein konnte. Dies
wiederum koénnte eine mogliche Erklarung fiir das bessere Ansprechen der LTTs auf die

Monotherapie mit dem PARPi darstellen.

Die Gene SMARCAL1 und EZHZ sind an der Stabilitit der Replikationsgaben beteiligt.
SMARCAL1 war in T-24 LTT iiberexprimiert, EZH2 zeigte in RT-112 LTT eine Uberexpression.
Aus der Literatur ist bekannt, dass ein Verlust dieser Gene zu einer PARPi-Resistenz
beitragen kann (Noordermeer and van Attikum, 2019, Rose et al, 2020). Somit kann
umgekehrt davon ausgegangen werden, dass es bei den Cisplatin-resistenten LTTs durch die
Uberexpression dieser Gene zu einer erhdhten Sensitivitit gegeniiber PARPi kommen kénnte.
Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass einige Gene, die im Zusammenhang mit
der Stabilitdt der Replikationsgabel stehen zu einer erhohten Sensitivitit von LTT-Zellen

gegeniiber PARPi beitragen konnten.

Dariiber hinaus fielen bei der Analyse der RNAseq-Daten vor allem die teils starken
Reduktionen der ABC-Gene ABCB1 und ABCGZ2 in drei LTT-Zelllinien im Vergleich zu ihren
parentalen Gegenstiicken auf. Bei einer verminderten ABC-Genexpression ist davon
auszugehen, dass die zytotoxische Substanz in der Zelle verbleibt und dort verstarkt wirken
kann. Da in allen drei gemessenen LTTs eine verminderte ABC-Genexpression zu beobachten
war, konnte dies einen Hinweis darauf liefern, wieso die LTTs sensitiver auf die

Monotherapie mit PARPi reagieren als ihre parentalen Gegenstiicke.

In dem zuvor dargestellten Vergleich der resistentesten Zelllinie RT-112 mit den anderen
weniger resistenten Zelllinien fiel vor allem die starke Herunterregulierung der Gene
MADZ2L2 und WRN auf, die fiir den Aufbau des Shieldin-Komplexes bendtigt werden. Durch
die Minderexpression in RT-112 kénnte ein moglicher Resistenzmechanismus gegen PARPi
begriindet werden. Bei den vorliegenden RNAseq-Daten zu den Genverdnderungen in den
LTTs fallt auf, dass genau diese Gene in RT-112 LTT im Vergleich zu der parentalen Zelllinie

hochreguliert sind. Dies konnte dazu fiihren, dass der Shieldin-Komplex in der LTT-Zelllinie
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wieder stirker aufgebaut werden kann und PARPi durch die dadurch entstehende

Verschiebung der DSB-Reparatur zum NHE]J-Weg eine starkere Wirkung zeigen konnen.

Erwahnenswert ist dariiber hinaus, dass bei der Cisplatin-resistenten Zelllinie J82 LTT eine
Uberexpression des PARPI1-Gens festgestellt werden konnte und dadurch eventuell ein

starkeres Ansprechen bewirkt werden konnte.

Auch in anderen Arbeiten konnten bereits Faktoren identifiziert werden, die mogliche
Riickschliisse auf das Ansprechen der unterschiedlichen Zelllinien auf eine Behandlung mit
PARPi zulassen. Skowron et al. (2018) konnten beispielsweise nachweisen, dass im Vergleich
zur parentalen T24-Zelllinie eine starke Uberexpression des DNA-Reparaturgens ERCC2 in
der Zelllinie T24 LTT zu finden war, wodurch es zu einer Verbesserung der DNA-Reparatur
gekommen sein konnte. Auch genetische Veranderungen durch Mutationen spielen bei der
Frage nach dem PARPi-Ansprechen eine grofle Rolle und sind Gegenstand aktueller
Forschungsarbeiten. In einer Studie aus dem Jahre 2019 konnte Rampias et al. (2019)
nachweisen, dass der epigenetische Regulator KMT2C/MLL3 in vielen neoplastischen
Geweben herunterreguliert ist — auch in Zellen des Urothelkarzinoms. Bei KMT2C/MLL3
handelt es sich um eine Histonmethyltransferase, die an der Regulation der DNA-Reparatur
beteiligt ist. So konnte gezeigt werden, dass der Verlust oder die Reduktion des Gens zu einer
gesteigerten Sensitivitat gegeniiber dem PARPi Olaparib fiihrt (Rampias et al., 2019). Von den
hier verwendeten Zelllinien tragen J82 und RT-112 eine Missense-Mutation im KMT2C-Gen
(Abfrage www.cbioportal.org). Mit Blick auf die eigenen erstellten Dosiswirkungskurven
scheinen diese Mutationen in den genannten Zelllinien aber nicht zu einem sensitiveren
Ansprechen auf Olaparib zu fithren. Vor allem RT-112 zeigte sich trotz der Missense-Mutation

im KMTZ2C-Gen am resistentesten gegeniiber Olaparib.

Interessanterweise geht aus der cBioportal Datenbank auch hervor, dass es bei den Zelllinien
253] und ]82 Missense-Mutationen im BRCA1-Gen gibt. Bei 253] kommt es aufgrund dieser
Mutation zu einer Veranderung im Protein p.V1687F, bei ]82 zeigt sich die Veranderung im
Protein p.S114T. Laut Ruffner et al. (2001) handelt es sich bei ca. 36% aller
BRCA1-Mutationen um Missense-Mutationen. Bei den restlichen Mutationen handelt es sich
um Nonsense- und Frame-Shift-Mutationen, die zu einer Verkiirzung der betroffenen
Proteine filhren und somit potenziell kanzerogen sind. Bei der Missense-Mutation ist das
tatsdchliche funktionelle Ausmaf3 in der Regel nicht feststellbar (Kais et al., 2012). Halt man
an der Theorie fest, dass eine BRCA-Mutation, die einen funktionellen Einfluss auf die
HR-Reparatur hat, zu einem besseren Ansprechen auf PARPi fiihrt, so kann man aufgrund der
Ergebnisse dieser Arbeit davon ausgehen, dass die BRCA-Missense-Mutationen in den
Zelllinien 253] und J82 keine funktionelle Bedeutung fiir die HR-Reparatur haben. Mit einem
[Cs0-Wert von 51,6 pM fiir 253] und 52,7 pM fiir ]J82 liegen die beiden Zelllinien im Mittelfeld
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der getesteten Zelllinien oder sprechen sogar eher schlechter an als andere Zelllinien. Eine
weitere Analyse und Beachtung der vorliegenden BRCA-Mutationen fanden daher im Zuge
dieser Arbeit nicht statt. Demzufolge wurden nachfolgend Ansitze verfolgt, in denen eine
BRCAness in wildtypischen UCCs kiinstlich induziert wurde. Dies wurde durch die
Behandlung mit epigenetischen Inhibitoren wie HDACi und BETi umgesetzt, flir die in
Vorarbeiten bereits eine expressionsinhibierende Wirkung auf Faktoren der HR-Reparatur

gezeigt worden war.

Zunichst aber wurde die Kombination aus dem PARPi Olaparib und dem aktuellen
Goldstandard Cisplatin untersucht. Skowron et al. (2018) hatten gezeigt, dass in
Cisplatin-resistenten Zelllinien weniger DNA-Schaden nachgewiesen werden kann, was die
Theorie der verbesserten DNA-Reparaturmaschinerie in den LTTs unterstiitzt. Die
Kombination aus einer DNA-schiadigenden Substanz wie Cisplatin mit einer Substanz wie
Olaparib, die Einfluss auf die DNA-Reparaturmaschinerie haben kann, konnte also gute

zytotoxische Effekte zeigen.
5.2 Wirksamkeit von Kombinationstherapien mit PARPi

5.2.1 Ansprechen der UCCs und LTTs auf die Kombination aus PARPI und Cisplatin

Die Ergebnisse der Chou-Talalay Synergieanalyse ergaben fiir die kombinierte, simultane
Behandlung mit Olaparib und Cisplatin keine wesentlichen Synergieeffekte. Lediglich bei den
parentalen Zelllinien wurden vereinzelt synergistische Effekte beobachtet. Dies deckt sich
auch mit Beobachtungen, die durch Bhattacharjee et al. (2022) gemacht werden konnten.
Hier wurde gezeigt, dass die Kombinationstherapie aus Cisplatin mit unterschiedlichen PARPi
(Niraparib, Olaparib, Rucaparib, Talazoparib, und Veliparib) in den beiden getesteten
UC-Zelllinien UM-UC-3 und T24 zu einem geringeren prozentualen Zelliiberleben im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle gefiihrt hat als die jeweilige Monotherapie. Cisplatin-resistente
Zelllinien wurden in dieser Studie aber nicht untersucht. Bei den im Zuge dieser Arbeit
getesteten LTTs konnte lediglich bei der Zelllinie J82 LTT ein Synergismus aus Cisplatin und
Olaparib in den hohen Dosierungen festgestellt werden. Diese Ergebnisse unterstreichen
noch einmal die Annahme, dass Cisplatin-resistente LTT-Zelllinien iiber eine verbesserte
DNA-Reparaturmaschinerie verfiigen, die in der Lage ist, Schiden durch Cisplatin sowie
eventuell auch anderer Substanzen effektiv zu beheben oder zu umgehen. Es ist davon
auszugehen, dass es durch die Kombination aus dem PARPi Olaparib und Cisplatin zu
vermehrten DNA-Schiden kam, die aber aufgrund der weiterhin intakten HR-Reparatur vor
allem durch die LTTs effektiv behoben werden konnten. Ein synergistischer Effekt konnte

somit nicht erzielt werden.
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In der Literatur findet man Daten einer klinischen Phase 1 Studie zur Kombination von
Olaparib mit Cisplatin bei Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren. Fiir Tumore mit
BRCA1/BRCA2-Mutation wurde ein gutes Ansprechen beobachtet. Allerdings zeigte die Studie
auch starke Nebenwirkungen bei gleichzeitiger Gabe der beiden Substanzen. (Balmafia et al.,
2014). Ahnlich schwere Nebenwirkungen wurden in einer kleinen Kohorte von Patienten mit
Pankreaskarzinomen beobachtet (Yarchoan et al, 2017). Daten aus Zelllinien von
Zervixkarzinomen ergaben, dass in diesen eine hohe PARPI-Expression nachweisbar war, die
nach Behandlung mit Cisplatin weiter gesteigert wurde. Die Behandlung mit Olaparib wirkte
deutlich inhibierend auf die Proliferation und die Klonogenitat der Zellen und verstarkte die
Zelltodinduktion nach Kombination mit Cisplatin (Prasad et al, 2017). Die eigene
Auswertung der Transkriptomdaten ergab fiir die hier untersuchten UCCs keine erhdhte
Expression von PARP1/PARPZ im Vergleich zur normalen Kontrollzelllinie HBLAK. Eine
Induktion in Cisplatin behandelten UCCs konnte fiir PARPI nur in |82 LTT festgestellt
werden, die sich aber beziiglich ihres ICso Wertes nicht von T24-Zellen (ohne
PARP-Veranderungen) und auch nicht im Ansprechen auf die Kombination von anderen
Ziellinien unterscheidet. Dieser Mechanismus scheint in UCCs weniger relevant zu sein. Aus
diesen Erkenntnissen leitete sich ab, dass eine pharmakologische Blockade des

HR-Reparaturweges eine sinnvolle Kombination mit einem PARPi darstellen kdnnte.

5.2.2 Ansprechen der UCCs und LTTs auf die Kombination aus PARPi und HDACi

Im Fokus aktueller Projekte der Arbeitsgruppe stehen die Erforschung epigenetischer
Veranderungen und ihr Einfluss auf die Karzinogenese, sowie die therapeutische Anwendung
epigenetischer Inhibitoren (Schulz et al., 2015, Niegisch et al.,, 2015, Meneceur et al., 2023).
Dabei hat man zeigen konnen, dass pharmakologische Inhibitoren von epigenetischen
Enzymen, wie den HDACs, sowohl eine kanonische epigenetische Wirkung haben als auch
DNA-schiadigend wirken konnen (Pinkerneil et al., 2017). Durch die Inhibition der HDACs
kommt es zu Verdnderungen der Genexpression und folglich zum Zellzyklusarrest und zur
Apoptose (National Cancer Institute, 2021). Dariiber hinaus sind auch Effekte auf
Komponenten der DNA-Reparaturmaschinerie bekannt, die die Gruppe der HDACiI fiir dieses
Projekt besonders interessant machte (Pinkerneil et al, 2017). In Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe wurde vor allem der HDAC Klasse I-spezifische Inhibitor Romidepsin
charakterisiert und als Kombinationspartner mit anderen Substanzen verwendet - mit teils
vielversprechenden Resultaten. Epigenetische Inhibitoren koénnen offenbar DNA-Schiden
induzieren, zeitgleich aber auch durch induzierte Genexpressionsveranderungen kiinstlich zu
einer Reparatur-Defizienz z.B. der HR-Reparatur fithren. Somit kénnten epigenetische

Inhibitoren behandelte Zellen gegeniiber PARPi sensitivieren.
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Marijon et al. (2018) konnte in einer Studie zur Behandlung des TNBC nachweisen, dass die
Kombination eines HDACi mit dem PARPi Olaparib auch bei BRCA-Wildtyp Karzinomzellen
zu einer effektiven Induktion der Apoptose fithren kann. Hierbei beruhte die
Apoptoseinduktion vornehmlich auf DNA-Schiden, die dann zum Zellzyklusarrest und
folglich zum programmierten Zelltod fiihrten. Bei BRCA-mutierten Zellen konnte zusatzlich
nachgewiesen werden, dass es zu einer Reduktion der Expression von Proteinen kam, die fiir
eine funktionierende HR-Reparatur bendtigt werden. Auch in Studien zu hdamatologischen
Krebserkrankungen konnten bereits synergistische Effekte einer Kombinationsbehandlung
aus HDACi und PARPi dargestellt werden (Valdez et al., 2022). Auch hier konnte ein direkter
Effekt auf die Synthese und Funktion von Proteinen festgestellt werden, die an einer
funktionierenden DNA-Reparatur beteiligt sind. Ramos et al. (2023) konnte in einer aktuellen
Studie nachweisen, dass das Konzept der Kombinationsbehandlung aus HDACi und PARPi
auch bei der Behandlung des Ewing-Sarkoms mit einer funktionierenden HR-Reparatur zu
vielversprechenden Ergebnissen gefiihrt hat. Da die in dieser Arbeit verwendeten
UC-Zelllinien ebenfalls keine bekannte HR-Defizienz z.B. durch eine BRCA-Mutation
aufweisen, sollte der Effekt einer Kombination aus dem HDACi Romidepsin mit dem PARPi

Olaparib untersucht werden.

Die Ergebnisse der Kombinationsbehandlung aus Romidepsin und Olaparib haben gezeigt,
dass es bei den parentalen Zelllinien einen synergistischen Effekt der beiden Substanzen gab.
Diese Ergebnisse decken sich also mit den oben beschriebenen Studienergebnissen anderer
Forschungsgruppen. Dieser Effekt blieb bei den Cisplatin-resistenten Zelllinien allerdings
weitestgehend aus und war nur bei sehr hohen Dosierungen zu erkennen. Wie bereits bei der
Kombination des PARPi Olaparib mit Cisplatin konnte die verbesserte
DNA-Reparaturkompetenz in Cisplatin-resistenten Zelllinien dazu fiihren, dass LTTs trotz der
kombinierten Behandlung aus Olaparib und Romidepsin weiterhin in der Lage sind,
DNA-Schaden zu beheben. Dariiber hinaus koénnten die durch die LTTs entwickelten
Resistenzmechanismen gegen Cisplatin ebenfalls zu einer verbesserten Abwehr gegen die

Kombinationsbehandlung fiihren (Skowron et al., 2018).

In einer Studie zur Wirksamkeit des kombinierten HDAC/BET-Inhibitors TW9 in
Kombination mit dem Zytostatikum Gemcitabine zur Behandlung des Pankreaskarzinoms hat
nicht nur die kombinierte Behandlung der beiden Substanzen zu vielversprechenden
Ergebnissen gefiihrt, sondern vor allem auch die sequenzielle Verabreichung (Zhang et al,,
2020). Basierend auf diesen Studienergebnissen hat unsere Arbeitsgruppe in Vorarbeiten
ebenfalls sequenzielle Behandlungsschemata mit diversen Kombinationspartnern an UCCs
erprobt - mit ernlichternden Ergebnissen. Weder der HDACi Romidepsin noch andere

epigenetische Inhibitoren konnten zusatzliche synergistische Effekte durch eine sequenzielle
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Behandlung mit anderen Substanzen, wie z.B. Cisplatin, erzielen. Vielmehr kam es in den
UCCs durch die zeitversetzte Gabe zu Verschlechterungen der synergistischen Effekte oder zu
einer vermehrten Nebentoxizitat (Thy et al., 2021). Basierend auf diesen Ergebnissen wurden
zundchst keine weiteren sequenziellen Versuche mit Romidepsin durchgefiihrt und der

HDACI im Zuge dieses Projektes nicht weiter untersucht.

5.2.3 Ansprechen der UCCs und LTTs auf die Kombination aus PARPi und BETi

Vorliegende Studien, die sich mit der Aktivitit und Funktion von BET-Proteinen, vor allem
BRD4 beschiftigt haben, ergaben, dass BRD4-Proteine neben der bekannten kanonischen
Funktion bei der Gentranskription auch einen Einfluss auf die DNA-Schadensantwort und die
DNA-Reparatur haben (Donati et al., 2018). Mio et al. (2019) konnten auf3erdem nachweisen,
dass es einen direkten Zusammenhang gibt zwischen der pharmakologischen Inhibition des
BRD4-Proteins und einer reduzierten Expression der HR-Komponenten BRCA1 und RAD51.
Diese Erkenntnisse fiihrten zu der Annahme, dass durch die Behandlung mit BETi eine
kiinstliche BRCAness herbeigefiihrt werden konnte, die in Kombination mit Substanzen, die
den NHE]-Reparaturweg blockieren, zu synergistischen Effekten bei der Behandlung von
nicht-HR-defizienten Tumoren fithren konnten. In dieser Arbeit wurde vornehmlich die
Wirkung des PARPi Olaparib in Kombination mit dem BETi PLX auf Cisplatin-sensitive und
-resistente UCCs untersucht. Dafiir wurden zunichst flir die vier parentalen UCCs und ihre
Cisplatin-resistenten Sublinien die ICso-Werte fiir PLX bestimmt. Wie bereits bei der
[Cso-Bestimmung fiir Olaparib fiel dabei die grofde Spannbreite der Werte auf: Wahrend sich
die parentalen Zelllinien RT-112, T24 und 253] bei ICso-Werten zwischen 2,14 uM und
3,19 uM bewegten, war die vierte parentale Zelllinie J82 deutlich resistenter gegeniiber der
Monotherapie mit PLX. Ahnliche Unterschiede hatten sich auch in einer fritheren Arbeit
zwischen den UCCs VM-CUB1 und UM-UC-3 ergeben, wobei letztere durch eine deutlich
reduzierte Sensitivitat gegeniiber PLX auffiel (ICso = 8,8 uM) (Thy et al., 2021). Diese grofie
Varianz im Ansprechen der UCCs auf die Monotherapie konnte auch in Arbeiten mit anderen
BETi bereits festgestellt werden. Holscher et al. (2018) beschrieben bei der Behandlung
verschiedener UCCs mit dem BETi JQ1 eine ICso-Varianz zwischen 0,18 pM und 10 pM.
Wodurch diese grofde Spannbreite zwischen den UCCs bedingt ist und welche molekularen
Faktoren daran beteiligt sind ist zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht geklart und bedarf
weiterer Untersuchungen. Die Cisplatin-resistenten LTTs zeigten eine ICso-Spannbreite von
0,8 uM bis 3,1 uM. Es fiel auf, dass die I1Cso-Werte der LTT-Zelllinien in allen vier Fillen
deutlich unter den Werten der parentalen UCCs lagen. Ahnliches konnte bereits bei den
[Cso-Bestimmungen des PARPi Olaparib beobachtet werden. Die Kontrollzelllinie HBLAK

zeigte sich im Gegensatz zu den gemessenen UCCs und LTTs sensitiver gegeniiber der
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Behandlung mit PLX, sodass von einer hohen Nebentoxizitdt bei der Monotherapie mit dem

BETi auszugehen war.

Anders als bei den zuvor getesteten Kombinationen aus dem PARPi Olaparib mit Cisplatin
oder dem HDACi Romidepsin konnte bei der Kombination aus Olaparib und PLX in allen acht
Zelllinien ein synergistischer Effekt gezeigt werden, auch in den niedrigeren Dosisbereichen.
Besonders bemerkenswert war das sensitive Ansprechen der Cisplatin-resistenten
LTT-Zelllinien, die im Fokus dieses Projektes standen. Dariiber hinaus war das besonders
gute Ansprechen der Zelllinie ]J82 auf die Kombination aus Olaparib und PLX ein sehr
interessanter Fund, da diese Zelllinie sich zuvor noch resistent gegeniiber der
PLX-Monotherapie gezeigt hatte. Einen vergleichbaren Befund hatte unsere Arbeitsgruppe
bereits bei der Zelllinie UM-UC-3 gemacht. Diese hatte sich bei der Monotherapie ebenfalls
sehr resistent gegentiber PLX gezeigt, in der Kombination mit dem PARPi Talazoparib
allerdings sehr gute Ergebnisse erzielt (Thy et al,, 2021). Dies unterstreicht noch einmal die
hohe Relevanz der Kombinationstherapie, da auch bei den Zelllinien, die zuvor resistent
gegen die Monotherapie waren, eine effektive Zytotoxizitit nachgewiesen werden konnte.
Das vollstandige Versagen der Monotherapie lasst also keine Riickschliisse auf die Effektivitat

der Kombinationsbehandlung ziehen.

Aufbauend auf der synergistischen Wirkung der beiden Substanzen wurde im Anschluss an
die Synergieanalyse fiir die Zelllinien RT-112 und T24 sowie die jeweiligen LTT-Sublinien
RT-112 LTT und T24 LTT eine grofle Matrix mit unterschiedlichen Substanzdosierungen
angefertigt, die mogliche Dosisreduzierungen bei gleichbleibendem zytotoxischem Effekt auf
die Karzinomzellen darstellen sollte. Auch hier zeigten sich erneut die synergistischen Effekte
der Kombinationstherapie, sodass in allen vier Zelllinien eine Dosisreduktion von 0,75 x ICso
Olaparib und eine Reduzierung von 0,25 x ICso PLX fiir RT-112, T24 und RT-112 LTT, bzw.
0,5 x ICso PLX fiir T24 LTT festgelegt werden konnte. Ziel dieser Dosisreduktion war die
Nebentoxizitat der Behandlung zu reduzieren. Hierbei war vor allem die Dosisreduzierung
von PLX durch die Kombinationsbehandlung als Erfolg zu werten. Studien mit BETi haben in
der Vergangenheit im klinischen Kontext zeigen kdénnen, dass die Behandlung mit BETi zu
multiplen Nebenwirkungen wie Miidigkeit und Anadmie, Thrombozytopenie und Neutropenie,
wie auch Durchfall und Ubelkeit gefiihrt hat, was einen Dosis-limitierenden Faktor darstellte

(Amorim et al., 2016, Berthon et al., 2016).

Aufgrund der positiven Ergebnisse der Kombinationstherapie auf die Zellviabilitit wurde
auch der Effekt auf die Langzeitproliferation mittels Klonogenitadtstest bestimmt. Dieser
zeigte recht eindrucksvoll, dass die Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX trotz der
reduzierten Dosierungen einen starken wachstumsreduzierenden Effekt auf die Zellen hatte.

Dem gegeniiber stand bei drei der vier getesteten Zelllinien der erfreulich schwache toxische
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Effekt der Einzelbehandlung mit 0,25x ICso PLX. Die Monobehandlung mit 0,75x ICso Olaparib
beeintrachtigte die Langzeitproliferationsfahigkeit stirker. Um den zugrundeliegenden
Mechanismus genauer zu untersuchen wurde eine Zellzyklusanalyse, sowie ein

Apoptosenachweis durchgefiihrt.

In der Zellzyklusanalyse konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Olaparib zu einer
deutlichen Akkumulation der Zellen in der G2/M-Phase fiihrte. Dieser Effekt war sowohl in
den beiden parentalen als auch in den beiden Cisplatin-resistenten Sublinien zu beobachten.
Auffallig war, dass vor allem die eigentlich sehr resistente Zelllinie RT-112 sowie ihre
LTT-Sublinie einen starkeren Effekt durch die Olaparib-Behandlung auf den Zellzyklus zeigte
als T24 und T24 LTT. Dartlber hinaus war zusatzlich bei RT-112 LTT ein deutlich starkerer
Effekt zu erkennen als bei der parentalen RT-112. Die Kombination aus Olaparib und PLX
fithrte allerdings bei keiner der Zelllinien zu zusétzlichen Verdnderungen im Zellzyklusprofil
im Vergleich zur Monotherapie mit Olaparib. Diese Beobachtung lasst darauf schlief3en, dass
der PARPi Olaparib bereits allein dazu fiihrt, dass die behandelten Zellen in einen
Zellzyklusarrest geraten, um den Beginn der Mitose zu verhindern. In anderen Studien
konnte bereits ein dhnlicher Effekt beobachtet werden. Brill et al. (2017) beschreiben bei der
Behandlung von BRCA-Wildtyp high grade serdsen Ovarialkarzinomen (HGSOC) ebenfalls
eine Anreicherung der Zellen in der G2/M-Phase nach Olaparib Monotherapie. Aufbauend auf
diesen Ergebnissen fiihrten die Autoren Kombinationsbehandlungen mit dem PARPi Olaparib
und dem CHK1-Inhibitor Prexasertib durch. CHK1 ist essenziell fiir die Aktivierung des
G2 /M-Checkpoints und somit ein Schliisselregulator des Zellzyklus und des Zelliiberlebens.
Die Autoren konnten belegen, dass eine Kombination aus Olaparib mit Prexasertib zu einer
Beschleunigung des Zellzyklus fiihrte und defekte Zellen unkontrolliert in die Mitose-Phase
und somit in Apoptose trieb. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieflen, dass Olaparib den
Anstieg des Checkpoint-Inhibitors CHK1 bewirken kénnte. Die Aktivierung von CHK1 durch
Olaparib wurde auch in einer Untersuchung von Jelinic and Levine (2014) belegt. Durch
Smith et al. (2020) konnte dariiber hinaus nachgewiesen werden, dass die Behandlung mit
dem PARPi Rucaparib in BRCA-mutierten V-C8 Zellen, sowie BRCA-korrigierten V-C8.B2
Zellen zu einem Anstieg der Zellzyklusmarker ATR und CHK1 fiihrte und folglich zu einer
Aktivierung der Zellzyklus-Checkpoints und zum Arrest. Auch in Zervixkarzinomzellen wurde
nach Olaparib-Behandlung eine Akkumulation der Zellen in der G2/M-Phase beobachtet
(Prasad et al, 2017). Die Beteiligung der CHK1-Kinase am Olaparib-induzierten
Zellzyklusarrest konnte auch erkldaren, warum in UCCs keine weiteren Veranderungen durch
die Kombination mit dem BETi beobachtet wurden. Fiir PLX konnte in Vorarbeiten gezeigt
werden, dass diese Substanz zwar DNA-Schaden induziert, aber die Aktivierung der

DNA-Reparaturantwort iiber ATM/ ATR und CHK1 verhindert (Thy et al., 2021).
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Die Analyse der Apoptoseinduktion mit Hilfe der Durchflusszytometrie hat bei drei der vier
getesteten Zelllinien einen deutlich stiarkeren apoptotischen Effekt bei der
Kombinationstherapie aus Olaparib und PLX gezeigt als die Monotherapie der beiden
Substanzen. Lediglich bei der parentalen UC-Zelllinie RT-112 bewirkte die Behandlung mit
Olaparib plus PLX einen geringeren Anteil apoptotischer Zellen als die Monotherapie mit
Olaparib. Bei allen vier Zelllinien zeigte die Einzelbehandlung mit Olaparib einen starkeren
Effekt als die Behandlung mit PLX allein. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass bei der
Behandlung der Zellen mit den angepassten verringerten Dosierungen gearbeitet wurde, die
insbesondere fiir PLX erheblich reduziert waren. Zusatzlich zur Durchflusszytometrie wurde
die Apoptose-Induktion auch durch ein verstirktes Ausmafd an PARP-Spaltung als
Apoptosemarker im Western Blot nachgewiesen. Insgesamt konnte die Apoptoseanalyse
nachweisen, dass zum einen die Behandlung mit Olaparib allein zu einer verstarkten
Apoptose fiihrt und dass dieser Effekt zum anderen durch die Kombinationsbehandlung mit

PLX verstarkt wird.

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde die molekulare Wirkungsweise des BETi PLX als
Monobehandlung ausgiebig charakterisiert. So wurde ein Anstieg der Caspase 3 und
7-Aktivitit beschrieben. Gleichzeitig konnte eine Herunterregulierung des anti-apoptotischen
Apoptoseregulators BCL2 nachgewiesen werden (Thy et al., 2021). Die im Zuge dieser Arbeit
durchgefiihrte Auswertung der RNAseq-Daten hat weitere Genexpressionsverdnderungen
durch die Behandlung der Zellen mit dem BETi PLX aufgedeckt. Anhand der Verdnderungen
der Genexpression nach PLX-Behandlung kénnen Riickschliisse gezogen werden auf mogliche

Mechanismen, die die synergistische Wirkung des PARPi und des BETi erkldaren konnten.

Zuvor wurden mogliche genetische Faktoren und Genexpressionsverdanderungen
beschrieben, die das unterschiedliche Ansprechen der UCCs und LTTs auf die Monotherapie
mit PARPi erkldren konnten. Mit Hinblick auf die starken synergistischen Effekte zwischen
BETi und PARPi liegt die Vermutung nahe, dass einige der dargestellten
Resistenzmechanismen gegen PARPi durch die Behandlung mit PLX ausgeschaltet oder
zumindest reduziert werden, so dass ein verbessertes Ansprechen auf PARPi die Folge ist.
Daher wurden RNAseqg-Daten von PLX-behandelten Zellen mit Hinblick auf die zuvor

diskutierten Faktoren genauer untersucht.

Der Verlust des Shieldin-Komplexes aufgrund der Unterexpression der Gene MADZLZ und
WRN wurde zuvor mit Blick auf mdogliche Resistenzmechanismen diskutiert. In den Daten
nach PLX-Behandlung ist eine Zunahme des MADZL2-Gens in UM-UC-3 zu sehen. Dariiber
hinaus kommt es auch zu einer Zunahme der Expression des Gens RNF168, welches ebenfalls
fiir die Rekrutierung des Shieldin-Komplexes benoétigt wird (Gupta et al., 2018). Vorarbeiten

der Arbeitsgruppe haben zeigen konnen, dass vor allem die Zelllinie UM-UC-3 nur wenig auf
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die Monotherapien mit PLX und PARPi angesprochen haben, die Kombination aus beiden
Substanzen sich aber synergistisch zeigte (Thy et al., 2021). Auf Basis dieser Daten besteht
also die Annahme, dass PLX dazu fiihren konnte, dass die Gene, die mit dem Shieldin-Komplex
in Verbindung stehen, durch die Behandlung hochreguliert werden und somit dazu fiihren,
dass im Falle eines DNA-DSB verstarkt auf den NHE]-Reparaturweg gesetzt wird. Dies
wiederum konnte bewirken, dass PARPi eine groflere Angriffsfliche geboten wird, was zu

einem sensibleren Ansprechen in Kombination mit PLX fiihren konnte.

Dem gegeniiber steht das Gen RIF1, welches Teil des MADZL2-Komplexes ist und in den
Zelllinien VM-CUB1 und HBLAK nach PLX-Behandlung herunterreguliert wurde. Auch RIF1
ist fiir die Rekrutierung des Shieldin-Komplexes notwendig und fihrt, im Falle eines
DNA-DSB zu einer Verschiebung der Reparatur zum NHEJ-Weg und somit zu einem
verstarkten PARPi-Ansprechen. Kommt es aber zu einer Herunterregulierung, wie es bei RIF1
der Fall ist, so ist davon auszugehen, dass die Zellen weniger sensitiv auf die Behandlung mit
PARPi ansprechen. Dies konnte zumindest einen Teil der Erklarung liefern, wieso bei
VM-CUB1 und HBLAK ein nur schwacher bzw. gar kein synergistischer Effekt der

Kombinationstherapie zu beobachten war.

In den vorangegangenen Ausfilhrungen zum Thema Resistenzbildung gegeniiber PARPi
wurde auch der Resistenzmechanismus durch eine Uberexpression der ABC-Transportergene
diskutiert. Zur Erinnerung: Kommt es zur Uberexpression der ABC-Gene und folglich zu mehr
ABC-Transporterproteinen, so kann die Zelle die toxischen Substanzen besser aus der Zelle
heraus beférdern, es kommt also zu einer Resistenz. Umgekehrt ist bei einer Verminderung
der ABC-Gene von einem besseren Ansprechen auszugehen. Dies konnte in dieser Arbeit als
ein denkbarer Mechanismus identifiziert werden, warum LTT-Zellen sensitiver gegeniiber
PARPi waren. In den Auswertungen der PLX-behandelten Zellen fallt auf, dass es durch die
Behandlung bei VM-CUB1 zu einer Verminderung des Gens ABCGZ, sowie einem Anstieg des
ABCB1-Gens kommt. Bei UM-UC-3 war jedoch keine Verdnderung der ABC-Gene feststellbar.
Auf Basis dieser Daten kann also nicht angenommen werden, dass PLX iiber eine
Expressionsverdanderung der ABC-Transportergene ein verbessertes PARPi-Ansprechen
bewirkt. Interessanterweise konnte aber in der Kontrollzelllinie HBLAK ein Anstieg des
ABCG2-Gens gemessen werden. Dies kdnnte einen Teil der Erklarung liefern, wieso in der
benignen Urothelzelllinie kein synergistischer Effekt der Kombinationsbehandlung aus PARPi
und PLX gemessen werden konnte. Durch die Behandlung mit PLX kommt es bei HBLAK also
zu einem Expressionsanstieg der ABC-Gene, was wiederum dazu fiihren kdnnte, dass die Zelle
verbesserte Mechanismen des Drug-Effluxes entwickelt und somit schlechter als die UCCs auf

die Kombinationsbehandlung anspricht.
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Bei der obenstehenden Analyse mdglicher Faktoren, die die PARPi-Response beeinflussen
kénnten, wurde auch ein moglicher Zusammenhang zwischen der Stabilitit der
Replikationsgabel und der erhéhten Sensitivitit der LTT-Zelllinien gegentliber der
Behandlung mit Olaparib dargestellt. Auch die Auswertungen der Ergebnisse nach
PLX-Behandlung konnten nachweisen, dass es durch die Behandlung zu Veranderungen von
Genen kommt, die mit der Stabilitit der Replikationsgabel im Zusammenhang stehen,
beispielweise MRE11, SMARCAL1 und MUS81. Es liegt also die Vermutung nahe, dass BETi
einen Einfluss auf die Stabilitiat der Replikationsgabel haben und somit die Synergie zwischen

BETi und PARPI begiinstigen konnten.

Aus den RNAseqg-Daten geht hervor, dass es nach PLX-Behandlung neben
Genexpressionsverdanderungen im HR- und NHE]-Weg auch relevante
Expressionsverdnderungen bei Genen gab, die fiir den NER-Reparaturweg relevant sind. Vor
allem POLEZ war nach PLX-Behandlung in den UCCs deutlich reduziert. Auch in den eigenen
Messungen zeigte sich in einigen Zelllinien eine biologisch relevante Verminderung des
POLE2-Gens nach PLX-Behandlung. Bisher wurde die Sensibilisierung fiir PARPi vornehmlich
mit dem HR- und dem NHE]-Weg in Verbindung gebracht. In einer Arbeit von Fleury et al.
(2017) konnte aber gezeigt werden, dass eine Herunterregulierung von Genen des
NER-Reparaturweges zu einem verbesserten Ansprechen der Zellen auf PARPi gefiihrt hatte.
Vor allem die Kombination aus einer HR- und einer NER-Defizienz hatte sich hier als
besonders forderlich fiir das Ansprechen der PARPi-Monobehandlung gezeigt. Die hier
dargestellten Ergebnisse konnten also darauf hinweisen, dass PLX neben der HR-Defizienz
auch zu einer NER-Defizienz fithrt und eroffnet somit einen moglichen weiteren

Erklarungsansatz, wie BETi fiir die Behandlung mit PARPI sensibilisieren konnten.

Abschliefiend soll erwdhnt werden, dass es nach PLX-Behandlung keine Verdnderung der
Expression in den PARP-Genen gab. Dies lasst den Schluss zu, dass die synergistische
Wirkung von PLX und dem PARPi vermutlich nicht auf den Verlust des Zielproteins

zuruckzufihren ist.

Fasst man die Wirkungsweisen des PARPi Olaparib und des BETi PLX zusammen, so kénnte
der synergistische Effekt der beiden Substanzen bei der Behandlung von UCCs durch folgende
Mechanismen zustande kommen: Innerhalb der Tumorzelle kann es aufgrund ihrer
genetischen Instabilitit, Replikationsstress durch iiberaktive Proliferation oder Behandlung
mit Substanzen zur Akkumulation von DNA-Schdden kommen. Beim Auftreten von SSBs wird
das PARP1-Enzym zum DNA-Defekt rekrutiert. Durch Gabe eines PARPi wird das
PARP1-Enzym dauerhaft an der geschadigten DNA ,festgehalten“ (PARP-Trapping).
Hierdurch kann es zu einem Zusammenbruch der Replikationsgabel kommen und folglich zu

DSBs, die in erster Instanz durch die HR repariert werden kdénnen. Die Zellen werden im
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Zellzyklus arretiert und gehen ggf. bei zu weitreichender Schiadigung in die Apoptose. Bei
gleichzeitiger Gabe des BETi PLX werden einerseits DNA-Schdden und andererseits eine
kinstliche HR-Defizienz induziert. Hierdurch sind die Zellen auf den alternativen
NHE]-Reparaturweg angewiesen, der jedoch durch die PARP-Inhibition nicht funktional ist
und somit zu einer verstarkten Zelltodinduktion fiihrt. Gleichzeitig kommt es durch PLX zu
weiteren Genexpressionsveranderungen, die die Zelltodinduktion begiinstigen. Auch eine
mogliche NER-Defizienz konnte durch die Behandlung mit PLX induziert werden, die

wiederum die Sensibilisierung fiir die Behandlung mit PARPi begiinstigen konnte.

Von besonders grofdem Interesse ist im Zuge der Synergieanalyse auch die Beobachtung, dass
die Kombinationstherapie aus PARPi und BETi bei den Cisplatin-resistenten LTTs noch
bessere Resultate gezeigt hat als bei den parentalen Zelllinien. In den vorangegangenen
Auswertungen der Genexpressionsanalysen konnte im Zuge dieser Arbeit gezeigt werden,
dass es zahlreiche Unterschiede in der Genexpression zwischen parentalen UCCs und
Cisplatin-resistenten LTTs gibt. Diese wiederum konnen in Zusammenschau der hier
gezeigten Expressionsverdnderungen nach PLX-Behandlung mogliche Riickschliisse auf das

bessere Ansprechen der LTT-Zelllinien auf die Kombinationsbehandlung bieten.

Ein deutlicher Unterschied in der Genexpression zwischen den parentalen UCCs und den
Cisplatin-resistenten LTTs konnte bei den Genen MADZ2L2 und WRN festgestellt werden.
Waéhrend die beiden Gene in der PARPi-resistenten RT-112 Zelllinie stark herunterreguliert
waren, konnte in der RT-112 LTT-Zelllinie eine deutliche Induktion dieser Gene gezeigt
werden. Dies fiihrte zu der Annahme, dass in den LTTs der Shieldin-Komplex wieder
aufgebaut werden kann und es somit zu einer Verschiebung der DSB-Reparatur zum
NHE]-Reparaturweg kommt. Die Genexpressionsanalysen haben aufderdem zeigen konnen,
dass es durch die Behandlung mit PLX ebenfalls zu einer Uberexpression der fiir den
Shieldin-Komplex benétigten Gene kommt. Diese beiden Aspekte konnten dazu beitragen,
dass PLX in den LTTs zu einem stirken Ansprechen auf PARPi fiihrt als in den parentalen

UCCs.

Auflerdem waren auch die Genexpressionsverdnderungen von SMARCAL1, MRE11 und EZHZ2
interessant, die bei den LTTs im Vergleich zu den UCCs identifiziert werden konnten. Diese
Gene stehen im Zusammenhang mit der Stabilitit der Replikationsgabel im Falle eines
DNA-DSB und konnten als mdgliche Faktoren fiir ein sensibleres Ansprechen der LTTs auf die
Behandlung mit PARPi herausgearbeitet werden. Die Gene SMARCAL1 und MRE1 zeigten auch
Expressionsverdanderungen in den PLX-behandelten Zellen und koénnten eine weitere
mogliche Erklarung fiir die Mechanismen hinter der guten synergistischen Wirkung von BETi

und PARPi in LTTs liefern.
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Im Vergleich zu den parentalen UCCs haben die LTTs vor allem auch eine deutliche Reduktion
der ABC-Gene ABCB1 und ABCGZ2 gezeigt. Dies konnte zu einem verminderten Drug-Efflux
fiihren und die Substanzen damit toxischer fiir die LTTs machen. Nach der Behandlung der
parentalen UCCs mit PLX konnte allerdings kein eindeutiger Trend beziiglich der
Genexpressionsveranderung der ABC-Gene identifiziert werden, so dass hier allenfalls von
einem beglinstigenden Faktor fiir die toxische Wirksamkeit der Behandlung aus LTTs
ausgegangen werden kann. Ein zusatzlich verminderter Drug-Efflux durch PLX konnte nicht

belegt werden.

Durch die Genexpressionsanalyse konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es an vielen
Stellen auf molekularer Ebene mogliche Ansatze gibt, die das gute Ansprechen der
Cisplatin-resistenten LTT-Zelllinien auf die Kombinationstherapie erklaren konnte.
Schlussendlich ist davon auszugehen, dass es sich um multifaktorielle Mechanismen handelt,

die insgesamt den guten synergistischen Effekt der beiden Substanzen bedingen.

5.3 Nebentoxizitit

Durch die Kombination mit Olaparib konnte die Dosierung von PLX so weit reduziert werden,
dass diese in allen Zelllinien im Bereich der ICso-Dosierung der Kontrollzelllinie HBLAK lagen
(HBLAK ICso fiir PLX = 0,6 puM). Zwei der Zelllinien lagen nach der Reduzierung sogar
unterhalb des [Cso-Wertes fiir HBLAK (T24 1Cso PLX nach Reduzierung = 0,5 pM; RT-112 LTT
ICso PLX nach Reduzierung = 0,3 pM). Eine solche Dosisreduzierung des BETi kann im Zuge
dieser Arbeit als grofier Erfolg gewertet werden, da bereits aus vorangegangenen Studien das
sehr ungiinstige Nebenwirkungsprofil anderer BETi bekannt ist. So musste durch Amorim et
al. (2016) eine starke hdmatologische und gastrointestinale Toxizitdt bei der Anwendung von
BETi der ersten Generation in einer Phase I Studie festgestellt werden. Auch in Arbeiten zu
anderen BETi wie dem JQ1-Analogon Birabresib konnte vor allem die Thrombozytopenie als
dosislimitierende Nebenwirkung identifiziert werden (Lewin et al.,, 2018). Trotz der guten
synergistischen Effekte des BETi JQ1 mit dem HDACi Romidepsin, die in Vorarbeiten gezeigt
werden konnten, stellt dieses ungiinstige Nebenwirkungsprofil der BETi der ersten
Generation einen dosislimitierenden Faktor dar (Holscher et al, 2018). Durch die
Entwicklung der BETi der neuen Generation, wozu beispielsweise PLX gehort, konnte dieses
Nebenwirkungsprofil aufgrund eines verbesserten therapeutischen Indexes deutlich
verbessert werden. Die gewiinschte zytotoxische Wirkung bliebt aber erhalten (Ozer et al,,
2018, Thy et al, 2021). Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PLX sich als
Partner fiir eine Kombinationstherapie mit einem PARPi eignet, vor allem auch zur
Behandlung der Cisplatin-resistenten LTT-Zelllinien. Denn anders als bei anderen getesteten
Kombinationen, wie beispielsweise mit dem HDACi Romidepsin, zeigte sich bei den LTTs bei

der Behandlung mit PLX und Olaparib auch in den niedrigen Dosisbereichen eine Synergie.
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Das verbesserte Nebenwirkungsprofil, sowie die gute synergistische Wirkung machen PLX zu
einem vielversprechenden Partner fiir die Kombinationsbehandlung Cisplatin-sensitiver und

vor allem auch Cisplatin-resistenter UCCs.

Weiterhin kritisch zu betrachten sind die hohen Dosierungen des PARPi Olaparib, die zwar
durch die Kombinationsbehandlung ebenfalls reduziert werden konnten, aber dennoch weit
oberhalb der ICso-Dosierung von HBLAK (= 9,5 pM) lagen. Lediglich die Cisplatin-resistente
Zelllinie T24 LTT konnte den HBLAK-Wert unterschreiten mit einer reduzierten Dosierung
von 5,6 puM Olaparib. In klinischen Studien hat auch die Monotherapie mit PARPi
Nebenwirkungen wie Andamie, Miidigkeit, gastrointestinale Beschwerden und Neutropenie
gezeigt. Dies fiihrte beispielsweise in einer Phase III Studie mit Olaparib bei bis zu 45% der
Probanden zu einer notwendigen Unterbrechung der Behandlung. Bei etwa einem Viertel der
Patienten musste eine Reduzierung der Dosierung aufgrund der unerwiinschten
Nebenwirkungen durchgefiihrt werden. 10-8% der in dieser Studie behandelten Patienten
mussten die Behandlung mit Olaparib vollstindig beenden aufgrund der auftretenden
Toxizitdt. Hier stellten vor allem hdmatologische Nebenwirkungen wie Andmie und
Neutropenie den dosislimitierenden Faktor dar (Pujade-Lauraine et al., 2017). Auch andere
PARPi wie Talazoparib wurden bereits in zahlreichen klinischen Studien beziiglich ihrer
Nebentoxizitdt untersucht. Auch hier zeigten sich vor allem hdmatologische Nebenwirkung,
wie Andmie, Neutropenie und Thrombozytopenie, aber auch Miidigkeit und Ubelkeit, die zu
notwendigen Dosisanpassungen oder Unterbrechungen der Behandlung fiihrten (Hoy, 2018,
Litton et al, 2018). Ein Abbruch der Behandlung war in einer Phase II Studie zum
BRCA-mutierten Mammakarzinom jedoch nur bei 4% der Patienten notwendig (Turner et al.,

2019).

Um den Effekt der hohen Dosierungen fiir PLX und Olaparib auf die Kontrollzelllinie zu
untersuchen, wurden im Zuge dieser Arbeit HBLAK Zellen mit den reduzierten Dosierungen
fir RT-112, T24 und T24 LTT behandelt. Wie zu erwarten war, zeigte sich hier sowohl in der
Mono- als auch in der Kombinationstherapie eine relevante Toxizitét bei der Behandlung von
HBLAK. Vor allem die sehr hohen Dosierungen von RT-112 fiihrten zu einer Zellviabilitat von
nur 16% bei der Monotherapie mit Olaparib und eine zusatzliche Reduzierung der Viabilitiat
durch die Kombination mit PLX. Dennoch hat die Synergieanalyse gezeigt, dass die
Kombinationsbehandlung von Olaparib und PLX bei der Kontrollzelllinie HBLAK keinen
synergistischen Effekt hatte. Daraus kann man schliefden, dass die beiden Substanzen
Olaparib und PLX vor allem in hohen Dosierungen zwar einen zytotoxischen Effekt auf die
nicht-Karzinomzelllinie haben, dass die Kombination der beiden aber keinen signifikanten

synergistischen Effekt hat und somit keine zusatzliche Toxizitat bewirkt.
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5.4 Ausblick

Im Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Kombination aus einem PARPi mit
einem BETi bei der Behandlung des Cisplatin-sensitiven aber vor allem auch des
Cisplatin-resistenten UC zu vielversprechenden Ergebnissen gefiihrt hat. So konnte ein
synergistischer Effekt der beiden Substanzen mit Blick auf die Zellviabilitit belegt und
mogliche Faktoren identifiziert werden, die das positive Ansprechen der UCCs und LTTs
erklairen konnten. Dennoch stehen diese guten zytotoxischen Wirkungen auf die
Karzinomzellen weiterhin in direktem Kontrast zu den mdglichen teils dosislimitierenden
Nebenwirkungen der beiden Substanzklassen. Diese Arbeit hat zeigen konnen, dass die
Kombinationsbehandlung aus PARPi und BETi auch auf benigne Kontrollzellen eine
zytotoxische Wirkung haben konnen, ein synergistischer Effekt, wie er bei den UCCs und
LTTs zu sehen war, konnte aber nicht identifiziert werden. Daher ist es notwendig in
weiteren Untersuchungen Langzeittests durchzufiihren, um herauszufinden, ob benigne
Zellen sich nach der Behandlung wieder stabilisieren konnen, wiahrend Tumorzellen
weiterhin reduziert werden. Dafiir sind weitere in vitro Studien notwendig, auch mit anderen
benignen Kontrollzellen, wie beispielsweise Endothelzellen, Leberzellen oder auch
Kardiomyozyten, um weitreichendere toxische Nebenwirkungen auf Organe und das
Herz-Kreislaufsystem zu untersuchen. AnschliefRend sind auch in vivo Testungen notwendig,
sowohl im Mausmodell als auch mit Patienten, um die klinische Relevanz der
Kombinationsbehandlung fiir Patienten mit einem fortgeschrittenen Urothelkarzinom zu
validieren. Auflerdem ist auch die Forschung an weiteren Kombinationsbehandlungen mit
PARPi von grofder Relevanz, da diese bereits in klinischem Einsatz sind und hier Erfolge in
der Behandlung anderer Tumorentititen zeigen konnten. Die klinische Relevanz fiir die

Behandlung des fortgeschrittenen UCs gilt es also in weiteren Forschungsarbeiten zu belegen.
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7 Anhang
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Anhang 1: Heatmap zur Darstellung der Genverinderungen der HR-Reparatur nach
PLX-Behandlung. Dargestellt ist die Verdnderung der Genexpression relativ zur DMSO-Kontrolle in
den Zelllinien VM-CUB1, UM-UC-3 und HBLAK. Anhand der Griinabstufungen werden die
unterschiedlich Genexpressionen visualisiert, wobei dunkelgriine Felder eine besonders niedrige

Genexpression darstellen. Das X symbolisiert keine Expressionsverdnderung. Rote Felder zeigen eine

Induktion der Expression.
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Anhang 2: Heatmap zur Darstellung der Genverinderungen der NER-Reparatur nach
PLX-Behandlung. Dargestellt ist die Verdnderung der Genexpression relativ zur DMSO-Kontrolle in
den Zelllinien VM-CUB1, UM-UC-3 und HBLAK. Griin = Reduktion der Genexpression

(dunkel = starkere Reduktion), X = keine Expressionsverdnderung, Rot = Induktion der Genexpression.

122



Anhang

7.2 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Schematische Darstellung der Funktion von HDACs und HATs an Histonen .......cceueees 8
Abb. 2: A) Schematische Darstellung der Funktion des BET-Proteins BRD4 bei der Regulation
der Transkription von Genen. B) Einfluss von BETi auf die Funktion des BRD4-Proteins........ 10

Abb. 3: Darstellung des HR- und des NHE]-Reparaturweges nach DNA-DSB 14

Abb. 4: Dosiswirkungskurven nach Behandlung der parentalen und Cisplatin-resistenten

UCCs sowie HBLAK mit Olaparib.....eeennnn. 47

Abb. 5: a) Dosiswirkungskurve der Mono- und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und
Cisplatin auf die Zelllinie 253]. b) Schematische Darstellung des Diagramms einer Chou
Talalay Analyse. c) Chou Talalay Analyse der Kombinationsbehandlung aus Olaparib und
L0317 0] =111 o PRI 49

Abb. 6: Dosiswirkungskurven nach Behandlung der UC-Zelllinien RT-112 und T24, sowie ihre
LTT-Zelllinien mit Romidepsin......eerne. 50

Abb. 7: Chou-Talalay Analyse der Kombinationsbehandlung aus Olaparib und Romidepsin.. 51
Abb. 8: Dosiswirkungskurven nach Behandlung der parentalen und Cisplatin-resistenten
LOLOTOE30 oo Y Lol 23 19 O 52
Abb. 9: Chou-Talalay Analyse der Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX........ccccoe.c.. 53

Abb. 10: Dosiswirkungskurve der Mono- und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX
auf die Zelllinie RT-112 ....cccoumrcrrressnnenn 55

Abb. 11: Dosiswirkungskurve der Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX auf die
Zelllinie T24 .....ssssssssssssssssssssssssnns 56

Abb. 12: Dosiswirkungskurve der Mono- und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX
auf die Zelllinien RT-112 LTT und T24 LTT 57

Abb. 13: Klonogenitéts-Assay zur Darstellung der Langzeitproliferationsfahigkeit der Mono-
und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX auf die Zelllinien RT-112 und T24 und
ihr LTT-Sublinien...sssmssssenn: 59

Abb. 14: Histogramme zur Darstellung der Auswirkung der Mono- und

Kombinationsbehandlungen mit Olaparib und PLX auf den Zellzyklus 61

Abb. 15: Darstellung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie (Zellzyklusphase) nach Mono-

und Kombinationsbehandlung mit Olaparib und PLX im Balkendiagramm 62

Abb. 16: Dot Plot zur Darstellung der Auswirkung der Mono- und Kombinationsbehandlungen
mit Olaparib und PLX auf die Apoptose 64

Abb. 17: Darstellung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie (Apoptoseinduktion) nach
Mono- und Kombinationsbehandlung mit Olaparib und PLX im Balkendiagramm.......cccccoccee... 65

Abb. 18: Western Blot Analyse zur Validierung der Apoptoseinduktion durch die Mono- und

Kombinationsbehandlung mit Olaparib und PLX auf Proteinebene 66

123



Anhang

Abb. 19: a) Dosiswirkungskurve der Mono- und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und

PLX auf die Zelllinie HBLAK .....oovvererereesrsernns 68

Abb. 20: Balkendiagramm zur MTT-Analyse der Mono- und Kombinationsbehandlung aus
Olaparib und PLX auf die Zelllinie HBLAK 69

Abb. 21: Klonogenitats-Assay zur Darstellung der Langzeitproliferationsfahigkeit nach Mono-
und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX auf die Zelllinie HBLAK ......cccosmeenmeernnnnes 70
Abb. 22: Mikroskop-Aufnahmen der HBLAK-Kolonien nach Durchfiihrung des
Klonogenitéts-Assays nach Mono- und Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX auf

die Zelllinie HBLAK .. scsenerressesessesessessessessessesssssens 71

Abb. 23: Dosiswirkungskurven nach Behandlung der parentalen und Cisplatin-resistenten

UCCs mit Talazoparib ... 72

Abb. 24: Chou-Talalay Analyse der Kombinationsbehandlung aus Talazoparib und PLX.......... 74
Abb. 25: Veranderung der RAD51-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und
der Kombination .....eeeeesesessssesesssesessssessesss 75

Abb. 26: Veranderung der FANCDZ-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX

und der Kombination......eseseessessessessessessssssens 76

Abb. 27: Veranderung der BRCA1-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und

der Kombination .. ssssssssssssssens 77

Abb. 28: Verdanderung der BRCA2-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und

der Kombination ... sssssssssssssssens 77

Abb. 29: Veranderung der NHE]1-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und

der Kombination ..eesssessssssssssssssssens 78

Abb. 30: Verdanderung der PARP1-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und

der Kombination .. essssessssssssssssssssens 79

Abb. 31: Verdanderung der PARP2-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und

der Kombination ... 80

Abb. 32: Veranderung der POLEZ2-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und

der Kombination ... 81

Abb. 33: Verdnderung der POLD3-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und

der Kombination ........essssssssnens 81

Abb. 34: Veranderung der ERCC2-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und

der Kombination ........essssssssnens 82

Abb. 35: Veranderung der ERCC1-Genexpression nach der Behandlung mit Olaparib, PLX und

der Kombination .......sssessssens 83
Abb. 36: Expression PARP-assoziierter Gene in den UCCs T24, RT-112, J24, VM-CUB1 und
UM-UC-3 o ssssssssssssssssssssasssssssans 85

124



Anhang

Abb. 37: Expression PARP-assoziierter Gene in den Cisplatin-resistenten Zelllinien T24 LTT,

RT-112 LTT und J24 LTT coeeeerreeeermmrreeeennnns 87

Abb. 38: Expression PARP-assoziierter Gene nach PLX-Behandlung in den UCCs VM-CUB1

und UM-UC-3, sowie in der Kontrolllinie HBLAK. Dargestellt sind die

Genexpressionsveranderungen relativ zur jeweiligen DMSO-Kontrolle 89

125



Anhang

7.3 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: HDAC-Klassen und ihre Isoenzyme 7
Tabelle 2: Verwendete Zelllinien......ereeeennnn. 21
Tabelle 3: Erhaltungstherapie der LTT-Zelllinien 21
Tabelle 4: Materialien in der Zellkultur 22
Tabelle 5: Verwendete Zellkulturmedien 22
Tabelle 6: Verwendete pharmakologische Substanzen 22
Tabelle 7: Material fiir den MTT-Test 23
Tabelle 8: Material fiir die Giemsa- bzw. Krystallviolett-Farbung 23
Tabelle 9: Material fiir die RNA-Isolierung 23
Tabelle 10: Material fiir die reverse Transkription 23
Tabelle 11: Material fiir die qRT-PCR 24
Tabelle 12: Zusammensetzung qPCR Master Mix 24
Tabelle 13: Verwendete Primer ... 24
Tabelle 14: Material fiir die Protein-Isolierung 25
Tabelle 15: Material fiir den BCA Protein Test 25
Tabelle 16: Material fiir die Probenvorbereitung fiir die SDS-PAGE 26
Tabelle 17: Material fiir die Herstellung des SDS-Polyacrylamid-Gels (Trenngel und
Kammergel) .....eerressseesssesesssssssessssens 26
Tabelle 18: Material fiir die SDS-PAGE 26
Tabelle 19: Material fiir den Western Blot 26
Tabelle 20: Material fiir die Protein-Detektion 27
Tabelle 21: Zusammensetzung der Puffer fiir die SDS-PAGE 27
Tabelle 22: Verwendete Primarantikorper 27
Tabelle 23: Verwendete Sekundarantikorper 28
Tabelle 24: Verwendetes Material fiir die FACS-Analysen Zellzyklus und Apoptose ... 28
Tabelle 25: Chemikalien fiir die Herstellung des Mastermixes zur Apoptosebestimmung....... 28
Tabelle 26: Chemikalien fiir die Herstellung des Nicoletti Puffers 28
Tabelle 27: Allgemein verwendete Verbrauchsmaterialien und Laborgerate ........ccooenmeeennnees 29
Tabelle 28: Verwendete Software Programme fiir die Aufbereitung und Analyse der Daten . 29
Tabelle 29: Zelllinien-spezifische Anzahl Zellen, die pro Well ausgesat wurden.........ccccoeeeennnees 32
Tabelle 30: Inhibitor-Konzentrationen zur Bestimmung der Zelllinien-spezifischen 1Cso-Werte
................................................................................................ 34
Tabelle 31: Gemessene ICso-Werte der einzelnen Substanzen 35
Tabelle 32: Verwendete ICso-Werte der einzelnen Substanzen 35
Tabelle 33: Behandlungsschema fiir die Kombination zweier Wirkstoffe 36

126



Tabelle 34: Zusammensetzung eines 10%igen Polyacrylamidgels 42

Tabelle 35: Berechnung der Konzentrationen fiir Olaparib und Cisplatin fiir 253] .ccccumeennnees 48
Tabelle 36: Behandlungsmatrix der Kombinationsbehandlung aus Olaparib und PLX fiir RT-
3 O SRTRON 54

Tabelle 37: Uberblick iiber die durch die Kombinationsbehandlung erreichten

Dosisreduzierungen fiir Olaparib und PLX 58
Tabelle 38: Direkter Vergleich der Zelllinien-spezifischen ICso-Werte fiir Olaparib und

Talazoparib .....eeeereesseeesmsesesssesessseseenns 73

127



Danksagung

Mein besonderer Dank gilt meiner Doktormutter und Betreuerin Priv.-Doz. Dr. rer. nat.
Michéle Hoffmann, die mich vom ersten Tag an fachlich und personlich unterstiitzt und
gefordert hat und bei Fragen und Problemen immer zur Stelle war. Danke fir die
wertschitzende Zusammenarbeit. Eine bessere Betreuung héatte ich mir niemals wiinschen
koénnen. Auch mochte ich meinem Zweitbetreuer Univ.-Prof. Dr. med. Glinter Niegisch
danken, der mit seinem fachlichen Rat dazu beigetragen hat, meine Arbeit stetig zu
verbessern. Danke auch an Christiane Hader und das ganze Team des urologischen

Forschungslabors fiir eure tagliche Unterstiitzung im Labor.

Auflerdem mochte ich meinen Eltern danken, die immer an mich geglaubt haben, die mich
ermutigt haben, meine Tradume zu verwirklichen und die mir immer den Riicken freigehalten
haben. Danke auch an meine Geschwister Maria und Thomas fiir die bedingungslose

Unterstiitzung, seit ich denken kann.

Ich danke Alex, der mit mir durch viele Hochs und Tiefs gegangen ist und immer fest an

meiner Seite stand.
Danke an Caro, ohne die ich das Studium niemals so unbeschadet iiberstanden hatte.

Und danke an Janna und Anna-Laura, die mich von Anfang an darin bestarkt haben, dass ich

alles schaffen kann, was ich mir vornehme. Ihr seid grofRartig.

Liebe Batkis, diese Arbeit ist fiir euch.



